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ISOLERING EN KARAKTERISERING 
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in de wiskunde en natuurwetenschappen 
aan de katholieke universiteit te Nijmegen, 
op gezag van de rector magnificus Dr. A.J.H.Vendrik, 
hoogleraar in de faculteiten der geneeskunde 
en der wiskunde en natuurwetenschappen, 
volgens besluit van de senaat in het openbaar te verdedigen 
op donderdag 18 mei 1967 des namiddags te 4 uur 
door 
ANTONIUS FRANCISCUS VAN DAM 
geboren te Haarlem 
1967 - Thoben Offset Nijmegen 
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Het in dit proefschrift neergelegde onderzoek is verricht met steun van de Stichting 
Scheikundig Onderzoek Nederland (S.O.N.). 
'The greatest thing a human soul ever does in this world is to see 
something. Hundreds of people can talk for one who thinks, but thousands 
can think for one who can see. To see clearly is poetry, philosophy 
and prophecy all in one.' 
I. Newton Kugelmass 
in S. Lerman (1964): 'Cataracts ' 
Aan de nagedachtenis van mijn Ouders 
Aan mijn Vrouw 
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HOOFDSTUK I 
INLEIDING 
De in dit proefschrift neergelegde onderzoekingen werden verricht 
op de afdeling Chemische Embryologie van het Anatomisch-Embryo-
logisch Laboratorium te Amsterdam en op die van het Laboratorium 
voor Medische Anatomie en Embryologie te Utrecht. 
Deze afdeling hield zich, onder leiding van wijlen Prof. Dr. G. ten Cate * 
reeds geruime tijd bezig met het onderzoek naar het bestaan van een 
vroegtijdige differentiatie en wel langs chemische weg. 
Sinds het werk van Spemann (zie Spemann, 1962) heeft de experimentele 
embryologie aangetoond, dat in de embryonale ontwikkeling de morfo-
logisch zichtbare differentiatie van de embryonale cellen wordt voor-
afgegaan door een onzichtbare differentiatie, door Huxley (1924) aan-
geduid met chemo-differentiatie en door Ten Cate (1966) met primaire 
chemo-differentiatie. 
* Met eerbied en dank willen wij memoreren de grote steun en interesse die wij 
van Prof. Dr. G. ten Cate gedurende een lange reeks van jaren mochten ontvangen. 
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Volgens Ten Cate houdt deze chemische differentiatie met op bij het 
moment waarop de presumptieve bestemming van de embryonale cel-
len is bereikt, maar verloopt nog langer, steeds voorafgaand aan een 
macroscopisch zichtbare differentiatie. 
Een methode om deze primaire chemo-differentiatie aan te tonen, is 
het opsporen van de specifieke bouwstenen van de cel of het orgaan 
gedurende de ontwikkeling. Als object van onderzoek werd de ooglens 
gekozen omdat dit orgaan geen bloedvaten en bindweefsel bevat en door 
zijn geïsoleerde ligging betrekkelijk gemakkelijk zowel bij volwassen 
dieren als bij embryonen verwijderd kan worden, zonder het omliggende 
weefsel mee te nemen. Bovendien was het reeds sedert Uhlenhuth (1903) 
bekend dat de ooglens orgaanspecifieke eiwitten bevatte, d.w.z. dat deze 
eiwitten van vele uiteenlopende diersoorten immunologisch verwant 
zijn. 
Het aantonen van deze eiwitten van de lens in embryonale stadia kan 
het beste geschieden met immunologische methoden, omdat deze zo 
extreem gevoelig zijn en gemakkelijk op een microschaal zijn uit te 
voeren. Ten Cate en Van Doorenmaalen* (1950) konden met behulp van 
een micro-uitvoering van de precipitinemethode (zie Boyd, 1956) lens-
antigenen aantonen bij kippe-embryonen die 58 uur bebroed waren, in 
een stadium, waarinde instulping van de lensplacode reeds had plaats-
gevonden, maar nog voor er sprake was van vorming van lensvezels. 
Bij de kikker (Rana temporaria en Rana esculenta) werden zelfs posi-
tieve reacties gevonden m het stadium van de lensplacode (stadium 19 
volgens de tabellen van Shumway, 1940). Hiermede was een aanduiding 
verkregen van een primaire chemische differentiatie. 
In nog jongere stadia werden echter geen positieve reacties verkre-
gen, maar Ten Cate en Van Doorenmaalen hebben terecht opgemerkt, 
dat het negatief uitvallen van de reacties bij deze zeer jonge embryonen 
met betekent dat de lensantigenen hier zouden ontbreken. Het was im-
mers niet uitgesloten dat de concentratie van de lensantigenen in de 
zeer jonge embryonen zo laag was, dat ze met de gebruikte methodiek 
niet konden worden aangetoond en dat dit door verdere verfijning van 
de techniek wel mogelijk zou zijn. De verwachting bestond dat deze 
antigenen niet alleen gevonden zouden worden m het presumptieve 
* Dr. W.J. van Doorenmaalen zijn wij erkentelijk voor de geboden gelegenheid dit 
proefschrift te voltooien. 
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lens-ectoderm, m a a r in veel g rotere delen van het embryo, zoals door 
Ebert (1953,1954,1956) was gevonden met hart-myosine. Een mogelijke 
werkwijze hiertoe zou zijn het isoleren van een of m e e r van de orgaan-
specifieke eiwitten uit de volwassen lens, deze zoveel mogelijk zuiveren, 
om met behulp hiervan hypenmmuunspecifieke ant isera te bereiden. 
Met deze specifieke antisera zouden dan de lensantigenen in jongere 
stadia aangetoond kunnen worden. 
Immers , het kan verwacht worden dat de extracten van zeer jonge em-
bryonen veel aspecifieke eiwitten zullen bevatten, zoals dooiereiwitten 
en albumen, en slechts zeer weinig lensantigenen. 
Bovendien kan men trachten voorafgaande aan de identificatie, de spe­
cifieke lensantigenen in de jonge embryonen door chemische fractio-
n e n n g afte zonderen en te concentreren. Het is gemakkelijk te begrijpen, 
dat zo'n fractionering gebaseerd moet zijn op de gegevens die men ver­
kregen heeft bij het fractioneren van de overeenkomstige 'volwassen' 
antigenen. 
Kennis van de eigenschappen van de eiwitten uit het volwassen orgaan 
is eveneens noodzakelijk om veranderingen in zowel het eiwitpatroon 
als in de moleculaire karakterist ieken van de embryonale eiwitten te 
onderkennen. In dit verband is het nuttig , te wijzen op het werk over 
hemoglobine, waarbij een foetale en een volwassen vorm werd gevon­
den, welke vormen in chemische samenstelling van elkaar verschil len. 
In een later stadium van ons onderzoek bleek, dat het α-crystalline van 
embryonen van kip en rund duidelijk m elektroforetische beweeglijkheid 
verschilde van het α-crystalline van de volwassen dieren (Van Dam et 
al., 1961, 1963). 
Op grond van bovengenoemde overwegingen werd in 1950 begonnen met 
het chemische onderzoek van de ooglenseiwitten. 
Bon (1955) en Bloemendal (1957) bepaalden zich hierbij tot het isoleren 
van het α-crystalline uit de runderlens, mede omdat Zuidweg (1954) 
gevonden had, dat bij 5-daagse kippe-embryonen 42% van de totale hoe­
veelheid oplosbare lenseiwitten bestond uit een eiwitfractie die bij pH 
5,2 precipi teerde en op grond daarvan identiek geacht werd aan a-crys-
talline. 
Bon zuiverde het α-crystalline volgens een gewijzigde iso-elektr ische 
precipitatiemethode. Bloemendal verkreeg een grotere zuivering door 
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α-crystalline te isoleren d.m.ν. zetmeelblok-elektroforese. Hij bepaalde 
met de fluordinitrobenzeen-methode van Sanger (1945) de aminozuur­
samenstelling en het N-eindstandige aminozuur. Het bleek echter, dat 
ook andere lenseiwitten ditzelfde N-eindstandige aminozuur bevatten, 
zodat deze p a r a m e t e r niet gebruikt kon worden om α-crystalline in 
serologische precipitaten te onderscheiden van de andere lenseiwitten. 
Dit maakte uitbreiding van het onderzoek tot de andere lenseiwitten en 
tot het zoeken naar andere karakterist ieke p a r a m e t e r s van het α-crys­
talline noodzakelijk. 
Bij de aanvang van ons onderzoek beschouwde men over het algemeen 
de eiwitsamenstelling van de lens nog als zeer eenvoudig en onder­
scheidde men dr ie oplosbare eiwitten, nl. α-, β- en y-crystall ine, hoewel 
enkele immunochemische onderzoekingen van o.a. François en mede-
werkers (1956) een grotere heterogeniteit deden veronderstellen. 
De laatste jaren is een aantal methoden ontwikkeld, die ons in staat 
stellen tot een fijnere differentiatie te geraken van de componenten in 
een complex eiwitmengsel en te komen tot een verdergaande zuivering 
van de eiwitten. Het toepassen van deze moderne methoden van analyse 
en fractionering op de ooglenseiwitten is het onderwerp van de in deze 
disser ta t ie neergelegde onderzoekingen. 
Terecht merkt Hoenders (1965) op dat 'sogar für die Rinderlinse noch 
keine Arbeiten existieren, die sich mit der Art und der Verteilung der 
mit den heutigen Methoden nachweisbaren, individuellen Proteine zu-
sammenfassend beschäftigen'. 
Het is mede een doel geweest van dit proefschrift in deze lacune te 
voorzien. Wij hebben ons echter niet alleen beperkt tot de eiwitten van 
de runderlens (hoewel deze wel de centrale plaats innemen), maar wij 
hebben ook de lenseiwitten van andere diersoorten in ons onderzoek 
betrokken. 
Vergelijkende studies van de lenseiwitten zijn, op enkele uitzonderingen 
na, altijd verricht met behulp van elektroforetische en immunoche-
mische technieken (Rabaey, 1959; Halbert en Manski, 1963). 
Daar deze technieken ons slechts een beperkte hoeveelheid informatie 
verschaffen, leek het ons nuttig, gezien de functionele en fylogenetische 
aspecten, dit werk uit te breiden met een onderzoek naar verschillen 
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in opbouw naar moleculaire grootte van de verscheidene lensextracten 
en naar verschillen of overeenkomsten in moleculaire structuur van de 
componenten uit die extracten. Wat dit laatste betreft, hebben wij ons 
voorlopig beperkt tot het onderzoek naar de opbouw in subeenheden van 
de diverse a-crystal l inen (hoofdstuk IV). 
Gezien het feit dat dit soort onderzoekingen misschien in staat stellen 
enig inzicht te verkrijgen in het aloude structuur-functie probleem, 
lijkt ons een verdere uitbreiding tot meer moleculaire pa ramete rs zeer 
wenselijk. Dit voert ons tot datgene, wat als het uiteindelijke doel van 
al het eiwitchemisch onderzoek en dus ook van dit onderzoek beschouwd 
kan worden, nl . de bepaling van die karakterstieken in samenstelling 
en ruimtelijke structuur die de eiwitten in staat stellen hun functie uit 
te oefenen, wat deze ook mag zijn. 
Enerzijds is de ooglens gekarakter iseerd door haar doorzichtigheid en 
plasticiteit; anderzijds bevat zij zeer specifieke eiwitten, die alleen in 
de lens voorkomen en die in een immunologische verwante vorm bij 
alle vertebraten aanwezig zijn. Algemeen wordt dan ook aangenomen, 
dat tussen deze karakteristieken een causaal verband bestaat. Het hoe en 
waarom is echter met onze huidige gebrekkige kennis nog niet vast te 
stellen. Dat een verdere verdieping van ons inzicht in dit s t ructuur-
functie probleem van ui termate groot belang is voor de pathologie en 
de therapie van seniele en andere vormen van cataract , i s buiten kijf. 
Een bijdrage te leveren tot het verkrijgen van meer inzicht in deze mate -
r ie is het belangrijkste doel van dit onderzoek. 
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HOOFDSTUK II 
ELEKTROFORETISCH EN IMMUNOCHEMISCH ONDERZOEK 
VAN OOGLENSEXTRACTEN 
II.l. INLEIDING 
In dit hoofdstuk zullen de resultaten besproken worden, die wij ver-
kregen hebben bij het zone- en immuno-elektroforetisch onderzoek van 
lensextracten van diverse dieren. 
Het onderzoek van de runderlenzen en in het bijzonder van het corticale 
gedeelte van deze lenzen nam in het kader van ons onderzoek de cen-
trale plaats in. 
Na een korte uiteenzetting over de gebruikte methode van extractbe-
reiding zullen wij de resultaten weergeven van resp. papier-, agar-, 
zetmeelgel- en immuno-elektroforese. 
Het geven van een overzicht van het aantal scheidbare componenten en 
de elektroforetische karakterisering moet gezien worden als het pri-
maire doel van dit hoofdstuk. 
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II.2. MATERIAAL EN METHODEN * 
II.2.1. B e r e i d i n g v a n l e n s e x t r a c t e n 
Onmiddellijk na het slachten werden de koeieogen (van volwassen dieren 
ouder dan 3 jaar) verzameld, op ijs gezet, en gekoeld naar het labora-
torium overgebracht . 
In het laboratorium werden de ooglenzen eruit gehaald op de volgende 
wijze. Met behulp van een schaart je werd de cornea ingeknipt en het 
oog zover mogelijk opengesneden. Door een lichte druk op de oogrand 
werd de lens uit het oog gewipt. De lenzen werden vervolgens zorg-
vuldig gewassen met een koude fysiologische zoutoplossing en werden 
bevrijd van aanhangende i r i s res ten en het kapsel, door de lenzen over 
f i l treerpapier te rollen. De hierna volgende extractie werd in de koude 
kamer bij 40C uitgevoerd. De, van i r i s en kapsel ontdane, lenzen wer-
den in een gekoeld bekerglas verzameld en gewogen (gemiddeld nat 
gewicht 2,27 g + 0,09). 
Voor de bereiding van cortex-extract werden de lenzen gedurende 
l i uur met koud, tweemaal gedestil leerd water, geroerd (3 ml per 
gram lens). Door deze behandeling losten de lenzen voor ongeveer de 
helft op. De troebele bovenstaande vloeistof werd vervolgens gecentr i -
fugeerd gedurende 30 min. bij 30.000 r .p .m. in de Spinco L - l centr i -
fuge om het onoplosbare albumoid te verwijderen. De opalescerende 
oplossing werd direct ingevroren en drooggevroren. De opbrengst be-
droeg 18% + 2 betrokken op het natgewicht der lenzen. 
T e r bereiding van kernextract werden de overgebleven lenzen nogmaals 
gedurende 2 uur geroerd met tweemaal gedestilleerd water. De troebele 
oplossing (het z.g. midden extract) werd verwijderd. De overgebleven 
kleine kernen werden ten slotte in een homogenisator onder water fijn 
gewreven, gecentrifugeerd en de bovenstaande heldere oplossing droog-
gevroren. De drooggevroren extracten werden in de diepvrieskast bij 
-220C bewaard. 
Op identieke wijze werden extracten bereid van cortex en kernen van 
* Voor de voortreffelijke en toegewijde hulp bij ons werk ondervonden, zijn wij 
Mevrouw M.G.J. van Dam, Mejuffrouw T.C. Oppelaar, Mevrouw M.M. Ganzeman 
en de Heren H.P. Wijnand en J. van der Pol veel dank verschuldigd. Wij danken 
de Heer J.A. Meuleman voor het bouwen van de benodigde apparatuur en de Heer 
B. van Elk voor de hulp bij het verkrijgen van de koeieogen. 
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lenzen van kalveren, paarden en varkens. Alleen van totale lenzen van 
kikkers, kippen en sepia (officinalis)* werd extract gemaakt door deze 
lenzen in hun geheel te homogeniseren. 
In tegenstelling tot wat Rabaey (1959) vermeldt, hebben wij geen ver­
schil kunnen constateren in chromatografisch en elektroforetisch ge­
drag tussen vers bereid en drooggevroren extract. Eenzelfde ervaring 
werd ook door Zwaan (1963) opgedaan. 
11.2.2. Ρ a p i e r - e l e k t r o f o r e s e 
De elektroforese werd uitgevoerd bij 4 0 C in een elektroforesebak vol­
gens Bloemendal (1957). De elektroforeseduur was 16 uur; de gebruikte 
buffer een barbituurzuur-natriumbarbituraatbuffer van pH 7,8 (0,025 μ). 
De papierstroken (Whatman 52) werden gekleurd met azokarmijn-B of 
met l issamine-groen SF 150 (Gorringe, 1957). 
11.2.3. A g a r - e l e k t r o f o r e s e 
De experimentele uitvoering van de door ons gebruikte methode is 
gedetailleerd door Schalekamp** in zijn d i sser tat ie (1963) beschreven. 
In het kort zullen wij hier de voornaamste punten bespreken, voor een 
m e e r gedetail leerde beschrijving wordt verwezen n a a r bovengenoemde 
disser ta t ie . 
a. Uitgegaan werd van gezuiverde Difco Bacto-agar. De zuivering werd 
uitgevoerd door gedurende enkele dagen een 3% agargel, in kleine blokjes 
gesneden, met gedestil leerd water te wassen (bij 4 0 C). 
b. De elektroforese werd uitgevoerd zowel op glasplaten van 17 χ 4 cm 
(macro-methode) als op objectglaasjes van 7,6 χ 2,6 cm (micro-metho­
de). 
с Een veronalbuffer, pH 8,6, Ο,Οδμ, bestaande uit 1,84 g diethylbar-
bituurzuur en 10,3 g natriumdiethylbarbituraat per l i ter, werd gebruikt 
voor de elektrodevaten en voor de agargel op de glaasjes. 
* Wij danken Dr. A. Dohm van het Stazione Zoologica te Napels (Italië) voor het 
toezenden van het materiaal en Dr. W.F. Bon voor zijn bemiddeling in deze. 
** Speciale dank zijn wij verschuldigd aan Dr. M.A.D.H. Schalekamp en Dra.M. 
Schalekamp-Kuyken voor hun hulpvaardigheid en stimulerende belangstelling. 
Wij hebben altijd prettig samengewerkt. 
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d. Een + 1,5 mm dikke laag van een 1,5% agaroplossing werd op de 
elektroforeseglaasjes aangebracht. 
e. De eiwitten werden opgebracht door een reservoi r van 1,5 χ 10 mm 
uit de gel te ponsen en hierin weer een even groot gelstukje te brengen, 
dat gedurende 24 uur in de eiwitoplossing gedrenkt i s . Een andere 
methode, die wij ook gebruikten, is het vullen van het reservoi r met een 
eiwitoplossing gemengd met agar. De eiwitconcentratie was gewoonlijk 
2%. 
f. De elektroforese werd uitgevoerd in een opstelling volgens Wieme 
(1959). De door ons gebruikte elektroforesebakken konden 7 glaasjes 
per bak bevatten (zowel in de macro- als in de micro-uitvoering). Een 
potentiaal van 6 V/cm werd gebruikt en de tijdsduur bedroeg 4-6 uur 
in de m a c r o - en 60-90 min. in de micro-uitvoering. De elektroforese 
werd uitgevoerd in de koude kamer (4 0 C). De bereikte s t roomsterkte 
was 7-8 mA per glaasje. Koeling werd verkregen door de elektroforese 
u i t te voeren onder petroleum-ether, waarin ijsblokjes werden gelegd. 
g. Na de elektroforese werden de agarplaten gedurende 6 uur gefixeerd 
in een oplossing van 1% azijnzuur in 70% ethanol. Na fixatie werden 
de agar platen gedurende 10 min. gewassen met een oplossing van 5% 
azijnzuur in water om aanhangende buffer te verwijderen. Deze buffer 
geeft namelijk bij het drogen van de platen aanleiding tot zeer hinder­
lijke craquele-vorming. Na dit wassen werden de platen gedroogd bij 
kamertemperatuur of bij 37 0 C. Om dit drogen geleidelijk te laten ver­
lopen, werden de platen bedekt met een in water gedrenkt Whatman 52 
f i l treerpapiert je. Dit geharde f i l treerpapier geeft minder vezels af dan 
gewoon f i l treerpapier. Na het drogen werden de t ransparante agar-
plaatjes, n a a r gelang wij eiwitten, koolhydraten, lipiden of nucleopro-
teihen wilden aantonen, op verschillende wijzen behandeld. 
Eiwitten werden gekleurd door de platen onder te dompelen in een 0,1% 
oplossing van amidozwart 10B in 1% azijnzuur. Na 2-3 uur kleuren 
werden de platen gedurende + 1 uur gewassen in een 1% azijnzuurop­
lossing, waarbij de wasvloeistof verschillende keren werd ververst, 
en ten slotte gedroogd. De eiwitten geven blauwe banden op een kleur­
loze achtergrond. 
De lipiden en lipoproteihen werden gekleurd met een verzadigde alcoho­
lische oplossing van Soedanzwart Bof met behulp van Oil Red O. in 60% 
alcohol. Kleurtijd van Soedanzwart is 4-6 uur en van Oil Red O. 16 uur. 
Ontkleuren van de plaatjes geschiedde door spoelen met 50% alcohol en 
ten slotte werden de glaasjes gedroogd. De lipidehoudende eiwitten waren 
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bij kleuring met Soedanzwart grijs tot zwart, en met Oil Red O. rood 
gekleurd. Glycoproteihen en Polysacchariden werden m.b.v. de per-
joodzuurSchiff-reactie aangetoond (zie Schalekamp, diss. 1963, biz. 71). 
Nucleoproteihen en nucleihezuren werden gekarakteriseerd door kleu-
ring met pyronine-Y (Uriel, 1964). Dit voorschrift werd ongewijzigd 
gevolgd. 
Na kleuren en drogen werden de elektroferogrammen gefotometreerd 
m.b.v. een densitometer. Het door ons gebruikte apparaat was de Chro-
moscan (Joyce and Loebl). 
De relatieve mobiliteiten werden bepaald door tegelijkertijd een test-
mengsel, bestaande uit zuiver menselijk serumalbumine (H.S.A.), side-
rophiline en dextraan op een glaasje te laten meelopen. Dextraan is 
ongeladen en zal zich dus alleen onder invloed van de endosmose ver-
plaatsen. De plaats van het dextraan, een witte band na fixatie, is het 
nulpunt. Deze witte band moet wel onmiddellijk na het fixeren uitge-
sneden worden, daar ze verdwijnt bij het drogen en kleuren. 
De plaats van het H.S.A. werd aangenomen als het punt 1,0 (of 100). Om 
nude relatieve mobiliteit, Mr., van het te onderzoeken eiwit te bepalen, 
was het alleen noodzakelijk de afstand te meten die het eiwit had afge-
legd vanaf de plaats van het dextraan, en de afstand die het serumalbu-
mine had afgelegd. De verhouding Mx/Malb gaf de relatieve mobiliteit 
aan. 
Het meten van de afstanden kan het nauwkeurigst plaatsvinden op de 
densitogrammen, waarbij de opbrengreservoirs als gemeenschappelijke 
vaste punten worden genomen. Deze reservoirs zijn nl. goed te her-
kennen in de densitogrammen. 
II.2.4. Z e t m e e l g e l - e l e k t r o f o r e s e * 
Gebruikt werd de verticale opstelling zoals aangegeven door Smithies 
(1959). Het gehydrolyseerde zetmeel werd betrokken van de Connaugh 
Research Laboratories, Toronto, Canada. 
Afgezien van enkele experimenten, waarbij de invloed van de zetmeel-
concentratie op het elektroforese-patroon werd nagegaan, werd steeds 
de verhouding van de hoeveelheden te gebruiken zetmeel en buffer-
oplossing aangehouden, zoals deze door de fabrikant werd opgegeven. 
* Wij danken Mevrouw D. van Goor voor het uitvoeren van deze experimenten. 
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Bij het onderzoek naar de invloed van de buffers op het elektroforese-
patroon werden de volgende buffers gebruikt: 
1. Boraatbuffer volgens Smithies (Smithies, 1959). Gelbuffer.· 0,026M 
H3BO3 + 0,0104 M NaOH, pH 8,6.Brugbuffer.· 0,3 M H3BO3 + 0,06 M 
NaOH, pH 8,2. 
2. Discontinu buffersysteem volgens Poulik (Poulik, 1957). 
Gelbuffer: 0,076 M T r i s + 0,005 M citroenzuur, pH 8,9. 
Brugbuffer: 0,3 M H3BO3 + 0,06 M NaOH, pH 8,2. 
3. Buffer volgens Aronsson en Grönwall (1957). Gelbuffer: 0 ,05MTris 
+ 0,021 M E.D.T.A. + 0,075 M H3BO3, pH 8,9. 
Deze buffer werd voor gebruik 3 χ verdund. 
Brugbuffer: 0,3 M H3BO3 + 0,06 M NaOH, pH 8,2. 
4. Buffer systemen volgens Hughes (Hughes, 1961) 
a. Gelbuffer: 0,03 M Tris-fosforzuur, pH 7,8. 
Brugbuffer: 0,3 M H3BO3 + 0,06 M NaOH, pH 8,2. 
b. Gelbuffer: 0,03 M Tris-boorzuur, pH 7,6. 
Brugbuffer: 0,3M H3BO3 + 0,06 NaOH, pH 7,6. 
c. Gelbuffer: О.ОЗМ Tris-c i t roenzuur, pH 7,8 of pH 7,9. 
Brugbuffer: 0,3M H3BO3 + 0,06M NaOH, pH 8,2. 
d. Gelbuffer: 0,03 M Tris-HCl, pH 7,6. 
Brugbuffer: 0,3M H3BO3 + 0,06M NaOH, pH 8,2 of pH 7,6. 
5. Buffersysteem volgens Scopes en Lawrie (1963). 
Bij deze methode wordt een zetmeelgel bereid in 2 verschillende buf­
fers . Aan beide uiteinden van de elektroforesetank bevindt zich een 
12% gel in 0,01 M H3BO3 + 0,06M T r i s , pH 8,6, en in het middenge­
deelte een 12% gel in 0,0015 M citroenzuur + 0,25M sucrose + 0,020 M 
T r i s , pH 9,1 (bij 5 0 C). 
Brugbuffer: 0,3M H3BO3 + 0,06 M NaOH, pH 8,2. 
Deze gel i s zeer moeilijk hanteerbaar, omdat zij, waarschijnlijk ten 
gevolge van de aanwezigheid van sucrose, zeer slap van consistentie i s . 
6. Buffersysteem volgens Morton (Morton, 1962). 
Gelbuffer: 0,0358 M T r i s + 0,0009M E.D.T.A. + 0,0035M citroenzuur, 
pH 8,9. Brugbuffer: 0,05M Veronal, pH 8,6. 
De zetmeelgel-elektroforese werd in het begin uitgevoerd bij kamer­
temperatuur, m a a r later bij 4 0 C . De elektroforeseduur bedroeg 15-17 
uur. De aangelegde spanning was 150-250 V en het bereikte amperage 
16-46 mA (afhankelijk van de buffer en de aangelegde spanning). Na 
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afloop van de elektroforese werd de gel over langs doormidden gesneden 
m.b.v. een strak gespannen draad. 
Beide helften werden gekleurd in een oplossing van 1 gram amidozwart 
10B in een mengsel van 50 ml methanol, 10 ml azijnzuur en 50 ml water. 
De gel werd gedurende 30 seconden met deze oplossing behandeld en 
vervolgens ontkleurd door wassen met een mengsel van methanol, ijs-
azijn en water. Het wassen moet zolang geschieden dat de achtergrond 
van de gel bijna wit is geworden. De gel kan in deze wasvloeistof be-
waard blijven. De gelplaten werden gefotografeerd of zo natuurgetrouw 
mogelijk nagetekend. 
II.2.5. I m m u n o c h e m i s c h o n d e r z o e k 
II.2.5.1. Inleiding 
Het principe dat ten grondslag ligt aan vele immunologische technieken 
is de vorming van een precipitaat wanneer men een eiwit (of eiwitmeng-
sel) samenbrengt met een antiserum, gericht tegen dit eiwit (of eiwit-
mengsel). Deze precipitine-reactie kan zowel in een vloeibaar als in 
een half-vast medium uitgevoerd worden(meestal wordt hiervoor 0,5-2% 
agar gebruikt). 
Tot de laatste uitvoering behoren de agar-diffusietechniek volgens 
Ouchterlony (1948; 1949 a, b; 1950 a, b; 1953) en de immuno-elektro-
forese volgens Grabar en Williams (1953, 1955). 
In de originele uitvoering van de Ouchterlony-methode worden 2 reser-
voirs uit een agarlaag geponst, waarvan het een met antigeen en het 
andere met het antiserum, gericht tegen dit antigeen, wordt gevuld. In 
de tussen beide reservoirs gelegen agargel vindt nu de diffusie plaats 
van antigeen en antistoffen. Op die plaats, waar de verhouding tussen 
de concentraties van het elkaar ontmoetende antigeen en antistof een 
bepaalde waarde, R, heeft, zal een precipitaat ontstaan (Becker et al., 
1951). De afstand van de precipitatiezone tot de beide reservoirs is een 
functie van de beginconcentraties van antigeen en antistof, en van de 
diffusiecoëfficiënten van beide stoffen. 
Wanneer men nu twee antigenen A en В laat diffunderen tegen een anti­
serum waarin zich zowel antistoffen tegen A als tegen В bevinden, zullen 
zich in het algemeen 2 precipitatielijnen vormen, omdat de plaatsbe-
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palende factoren, zoals diffusiecoèfficiënten, concentraties en verhou-
ding antigeen/antistof voor beide systemen verschillend zullen zijn. 
De plaats, de vorm en het aantal van de r e se rvo i r s kan men natuurlijk 
var iëren. In zijn overzichtsart ikel (1958, 1962) vermeldt Ouchterlony 
een aantal van deze opstellingen. Een zeer gebruikelijke opstelling is 
die, waarbij de r e se rvo i r s op de hoekpunten van een denkbeeldige d r i e -
hoek zijn geplaatst. 
A (cd) В (cd) 
anti с 
As: „ d 
1 
2 
A (cd) B(e) 
anti с 
As: „ d 
A (cd) B(c) 
antic 
As: „ d 
3 
4 
A (cd; B(d) 
anti с 
As: „ d 
Figuur 1 
De vier reactiepatronen in de dubbel-diffusiemethode van Ouchterlony 
A en B: antigenen; 
c, d en e: determinanten op de antigenen A en B; 
anti-c, d en e: antistoffen die gericht zijn resp. tegen de determinanten c, d en e. 
Onderstreping duidt een hogere concentratie aan. 
Wanneer men twee antigeenoplossingen Л en В plaatst in de twee, het 
verst van elkaar gelegen, r e s e r v o i r s , en het derde re servo i r vult met 
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een antiserum, gericht tegen A en В, dan kan men naarmate A en В 
determinanten (dit zijn serologisch actieve centra) gemeenschappelijk 
hebben, 4 reactiepatronen onderscheiden (Fig. 1).* 
a. De precipitatielijnen gaan vloeiend in elkaar over. 
Ouchterlony sprak oorspronkelijk van een 'reaction of identity', later 
spreekt hij van reactietype I. De algemeen aanvaarde interpretatie van 
dit reactietype is, dat beide antigenen gemeenschappelijk determinanten 
bezitten, die reageren met antilichamen, gericht tegen deze serologische 
groepen. 
b. De lijnen kruisen elkaar. Men spreekt hier van reactietype II, 'reac­
tion of non-identity'of 'pattern of intersection'. Dit patroon duidt erop 
dat de antigenen geen gemeenschappelijke determinanten bezitten. 
c. De lijnen gaan niet volledig in elkaar over. Een gedeelte van een van 
de lijnen of van beide lijnen verloopt onafhankelijk. Er vormen zich 
z.g. 'spurs'. Dit reactiepatroon zal optreden wanneer men twee serolo­
gisch verwante antigenen laat reageren met een immuun-serum dat an­
tigenen bevat, waarvan sommige reageren zowel met A en В en andere 
alleen met A of В. De grootte en dikte van de 'spurs' hangen nauw samen 
met de mate van verwantschap tussen de beide antigenen. 
Men spreekt hier van 'reaction of partial identity' (reactietype III). 
d. De loop van de lijnen wordt niet beïnvloed, de andere lijn eindigt daar 
waar beide lijnen samenkomen. 
Ouchterlony spreekt in dit verband van 'reaction of inhibition' (type IV). 
Dit is op te vatten als een variant van reactietype III. Niet-verwante 
determinanten с en d bevinden zich op hetzelfde molecuul. Wanneer 
antilichaam anti-c sneller diffundeert dan anti-d, b.v. ten gevolge van 
een hogere concentratie in het antiserum, dan zal de lijn (cd)/anti-c 
zich het eerst ontwikkelen. Dit precipitaat zal werken als een barrière 
zowel voor het antigeen A (cd), als voor het antilichaam anti-d. De lijn 
d/anti-d, die later ontstaat, zal zich dus voorbij de lijn (cd)/anti-c niet 
kunnen ontwikkelen. 
De immuno-elektroforese werd door Grabar en Williams (1953, 1955) 
ontwikkeld. Een micro-modificatie werd door Scheidegger (1955) ont-
worpen. Deze methode combineert het scheidend vermogen van de agar-
elektroforese met die van de immuno-diffusie methode . Kort samen-
* Wij danken Mevrouw J.G. Heidt voor het accuraat typen van het manuscript, de 
Heer A.A. van Horssen voor het vervaardigen van de tekeningen en de omslag 
en de Heer Th. Hulskes voor het verzorgen van de foto's. 
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gevat komt de immuno-elektroforese op het volgende neer: men onder-
werpt het te scheiden antigeenmengsel aan een gewone elektroforese 
in een gebufferde gel (agar, Polyacrylamide, zetmeel of pectine). Wan-
neer een bevredigende scheiding is verkregen, ponst men in dezelfde 
gel een reservoir evenwijdig aan de elektroforetische looprichting en 
vult dit met antiserum. Vervolgens laat men de elektroforetisch ge-
scheiden componenten diffunderen tegen het antiserum. 
Er ontstaan na zekere tijd gebogen precipitatielijnen. Het aantal van 
deze lijnen geeft het aantal componenten aan, dat minstens in het onder-
zochte mengsel aanwezig is. Dit aantal lijnen blijkt echter sterk af-
hankelijk te zijn van het gebruikte antiserum. Grabar vermeldt, dat hij 
met bepaalde antisera 30 lijnen verkreeg in de reactie met menselijk 
serum, terwijl met andere antisera slechts 10-15 lijnen werden ver-
kregen. Wanneer men een overzicht wil krijgen van het aantal mogelijke 
componenten in het biologisch mengsel, is het aan te raden gebruik te 
maken van verschillende antisera. Wanneer men eiwitfracties op homo-
geniteit onderzoekt, dan is het raadzaam die antisera te gebruiken, 
welke het grootst aantal lijnen geven. 
De plaats en de vorm van de lijnen geeft informatie over de aard van 
het desbetreffende antigeen. Een langgerekte precipitatielijn duidt 
meestal op een populatie van moleculen, die wel elektroforetisch, maar 
niet immunologisch van elkaar verschillen. Een lijn die dicht bij het 
antiserumreservoir ligt, wijst op een hoge concentratie en (of) hoge 
diffusiesnelheid van het antigeen. 
De lijnen kunnen worden gekarakteriseerd door de relatieve mobili-
teiten van de dieptepunten (d.z. de laagste punten van de precipitatie-
bogen) endoor bepaalde kleurreacties (reactie op eiwit, koolhydraat of 
lipide). Voor het identificeren van de lijnen zijn bepaalde procedures 
ontwikkeld (zie Grabar en Burtin, 1964; Peetoom, 1961;Osserman, 1960; 
Wadsworth en Hanson, 1960). 
Aangezien de tweede stap in deze methode in wezen niet verschilt van 
de dubbel-diffusiemethode volgens Ouchterlony, kunnen wij ook hier 
dezelfde 4 reactiepatronen als bij de Ouchterlony-methode verwachten. 
Ondanks enkele bezwaren, zoals het gebruik van moeilijk te standaar-
diseren antisera en het louter kwalitatieve karakter van de methode, 
behoort de immuno-elektroforese door haar groot oplocsend vermogen 
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en de mogelijkheid tot opsporing van onzuiverheden (zelfs beneden de 
0,1%) tot een van de meest verfijnde methoden van onderzoek van com­
plexe biologische mengsels. 
11.2.5.2. Bereiding antisera 
Dit gebeurde volgens de methode, zoals die door Schalekamp (1963) 
beschreven is. Bij konijnen werd in beide flanken 1 ml van een meng­
sel, bestaande uit gelijke volumina Bacto-Freund-adjuvant 'complete' 
en een 10% antigeenoplossing subcutaan ingespoten. Na 10 dagen en 
vervolgens na 6-10 weken werden de konijnen weer ingespoten, maar nu 
met een mengsel van antigeen en 'incomplete' Freund-adjuvant. Tien 
dagen na elke injectie werd wat bloed afgenomen uit de oorvene en 
m.b.v. de immuno-elektroforese onderzocht op het aantal en de duide­
lijkheid van de banden. Indien het antiserum goed was werd meer bloed 
uit de oorvene afgenomen. 
De antisera werden in ampullen vani of 2 ml bewaard bij -20oC. In een 
een enkel geval hebben wij gebruik gemaakt van een uni-specifiek anti­
serum. Dit antiserum, alleen gericht tegen a-crystalline, werd ver­
kregen door een antiserum tegen totaal-lensextract te absorberen met 
een mengsel uit β-, γ-en pre-α-crystalline. Hiertoe werden toenemen­
de hoeveelheden van dit mengsel aan een vaste hoeveelheid antiserum 
toegevoegd en na incubatie gedurende 2 uur bij 370C en gedurende 16 uur 
bij 40C werd het mengsel gecentrifugeerd ende bovenstaande oplossing 
ingedikt tot het oorspronkelijke volume van het antiserum. De volledig­
heid van de absorptie werd steeds m.b.v. immuno-elektroforese gecon­
troleerd. De volgende antisera werden in deze studie gebruikt (zie Ta­
bel 1). 
11.2.5.3. Uitvoering immuno-diffusie 
In petri-schaaltjes met een vlakke bodem werden 18 ml van een 1,5% 
agaroplossing gegoten, zodat de dikte van de agarlaag ongeveer 2,5 
mm bedroeg. Tevoren waren de schaaltjes vaneen dunne agarfilm voor­
zien. Nadat de agar was afgekoeld, werden met een stempel, voorzien 
van het verlangde patroon, gaten in de agar geponst. Deze stempels zijn 
door Feinberg ontworpen, en worden door Shandon Scientific Company 
in de handel gebracht. 
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T a b e l 1 
Anti s era 
Ko-
nijnen 
L - 1 
L - 2 
L - 3 
L - 4 
L - 5 
L - 6 
L - 7 
L - 8 
A - 1 
A - 2 
Τ - 1 
Τ - 3 
С - 1 
С - 2 
Antigeen 
lenscortex (rund) 
lenscortex (rund) 
lenscortex (rund) 
lenscortex (rund) 
lenscortex (rund) 
lenscortex (rund) 
lenscortex (rund) 
lenscortex (rund) 
α-crystal l ine 
α-crystal l ine 
totaal-lens (kip) 
totaal-lens (kip) 
totaal-lens (kip) 
totaal-lens (kip) 
• 
Aantal injecties 
en periode 
injectie 
5; 5/61- 9/62 
3; 5/61- 5/62 
19;10/62-10/65 
10;10/62- 1/64 
15; 4/63-11/65 
13; 4/63- 6/65 
11; 7/63- 6/65 
15; 7/63- 5/65 
8; 8/63- 5/66 
8; 8/63- 5/66 
3; 3/64- 9/65 
4 ; l l / 6 5 - 5/66 
5;10/62- 6/63 
4;10/62- 4/63 
Bijzonderheden en aantal 
banden gevormd met 
extract van cortex 
van runderlens 
8 - 1 0 banden 
enkele zwakke banden 
s terks te antiserum 
14 - 16 banden 
het meest gebruikt 
band α-crystall ine sterk, 
verder enkele 
zwakke banden 
eer s te 2 ant i sera bevatten 
voornamelijk antilichamen 
tegen p r e - o - en β-crys­
talline 
la te r 1 0 - 1 2 banden 
1 2 - 1 4 banden 
1 2 - 1 4 banden 
1 2 - 1 5 banden 
vaak gebruikt 
bevat naast antilichamen 
tegen α-crystal l ine nog 
sporen tegen β- en γ-crys-
tallinen 
gelijk aan A - 1 
enkele zwakke banden 
1 0 - 1 2 banden 
3 - 4 banden 
3 - 4 banden 
De door ons gebruikte patronen waren: 
a. 6 gaatjes met een diameter van 7 mm, op 10 mm afstand om een 
centraal gat met een diameter van 9,5 mm; 
b. 4 gaatjes (7 mm diameter) op 7 mm afstand om een centraal gat 
(9,5 mm diameter); 
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с. 4 gaatjes (7 mm diameter) op de hoekpunten van een denkbeeldige 
ruit op een afstand van 9,5 mm van elkaar. 
De r e s e r v o i r s werden met de antigeenoplossingen en de antisera ge­
vuld, al naar gelang de proefopstelling was. De petri-schalen werden 
voorzien van een vochtig f i l treerpapier tussen deksel en bodem, en in 
een vochtig milieu weggezet bij kamertemperatuur . Na afloop van de 
proef (2-4 dagen) werden de schaaltjes gewassen met fysiologische 
zoutoplossing, gefotografeerd en na droging gekleurd. 
II.2.5.4. Uitvoering immuno-elektroforese 
De immuno-elektroforese werd uitgevoerd, zoals door Schalekamp 
(1963) beschreven, echter met de volgende modificatie: 
Het eiwit werd opgebracht door het antigeenreservoir te vullen met 
een 2% oplossing van het te analyseren eiwitmengsel i.p.v. met een 
agarschijfje dat in de eiwitoplossing gedrenkt was. Een m e e r gede­
tai l leerde beschrijving van de methode vindt men in bovengenoemde 
disser ta t ie . 
11.3. RESULTATEN 
II.3.1. P a p i e r - e l e k t r o f o r e s e 
In het begin van ons onderzoek werd papier-elektroforese gebruikt als 
controle van de, vooral door uitzouten, verkregen eiwitfracties. Pa­
pier-elektroforese van totaal-runderlensextract gaf met de door ons 
gebruikte buffer en proefopstelling dr ie banden. In enkele gevallen wer­
den 4 banden gevonden, m a a r dit bleek niet reproduceerbaar te zijn. 
Dit resul taat kwam geheel overeen met wat bekend was uit de l i teratuur 
(Bloemendal, 1957, Rabaey, 1959). 
De band met de grootste mobiliteit is het α-crystall ine, de interme­
diaire band is ρ-crystalline en de langzaamste band wordt toegeschre­
ven aan het γ-crystal l ine. De papier-elektroforese bleek een weinig 
betrouwbaar cr i ter ium voor de zuiverheid van geïsoleerde eiwitfracties, 
toen bleek, dat een door uitzouten verkregen ß-crystall ine, dat bij pa-
pier-e lektroforese bij vijf verschillende pi I's (van 8,6tot5,0) één scher-
pe band vertoonde, agar-elektroforet isch, maar vooral ook immuno-
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elektroforetisch, duidelijk inhomogeen was. 
Wegens haar gering oplossend vermogen en de lange tijdsduur van de 
analyse (16 uur) is deze methode niet m e e r gebruikt bij het in deze 
disser tat ie beschreven onderzoek. 
Alhoewel p r i m a i r als preparat ieve methode ontwikkeld, is de zetmeel-
blok-elektroforese (Bloemendal, 1957) ook te gebruiken als analyse­
methode. Als zodanig hebben wij deze ook een enkele maal gebruikt. 
Daar de verkregen scheiding beneden die van de agar-elektroforese, en 
vooral beneden die van de immuno-elektroforese bleef, en deze boven­
dien als analysemethode te tijdrovend en omslachtig bleek te zijn, heb­
ben wij ook deze methode verlaten. 
II.3.2. A g a r - e l e k t r o f o r e s e 
a. Extract van lenscortex; Fig. 2A, Tabel 2. 
Nadat de agarplaten waren gekleurd met amidozwart, konden min­
stens 4 fracties worden onderscheiden (fractie I t /m IV). De relatieve 
mobiliteiten, behorende bij de maxima en de grenzen van de fracties in 
de densitogrammen, zijn in tabel 2 weergegeven. 
Fractie I bevat eiwitten die zich snel naar de anode begeven. 
Rabaey (1959) spreekt over snelle fract ies . Omdat deze fractie d e - a -
crystall ine (fractie II) vooruit loopt, hebben wij n a a r analogie van de 
pre-albuminen (in de Franse l i teratuur 'fractions rapides ' genoemd) 
deze eiwitten p r e - a-crystallinen genoemd. Deze fractie komt in vol­
wassen lenzen in geringe hoeveelheid voor. Bij jongere stadia komt zij 
in een hogere concentratie voor en bevat zij minstens 3 componenten 
(Van Dam et al . 1961). 
Fractie if komt overeen met her α-crystal l ine. 
Alle a-crystal l inepreparaten, bereid door iso-elektr ische precipitat ie 
op pH 5,2 (Mömer, 1894), door uitzouten (Orekhovich et al . , 1955), en 
door gelfiltratie (Van Dam en Ten Cate, 1966) geven bij elektroforese 
in agar deze fractie. 
Fractie Ш is over een groot gebied uitgebreid. Zij bestaat uit verschil­
lende dicht bij e lkaar gelegen subfracties, die gedeeltelijk samenvallen. 
Op de gekleurde plaat vertoont deze fractie een grote uitgesmeerde 
band met weinig verdichtingen erin, met uitzondering van het elektro­
foretisch langzaamste deel. Dit deel vertoont een scherpe band. Ook in 
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Figuur 2 
Agar-elektroforese van extracten van verschillende delen van de runderlens 
densitogram van cortex (of periferie)-extract, 
densitogram van totaal-lensextract, 
densitogram van middenextract; 
densitogram van kernextract. 
Re], mob.: relatieve mobiliteit, uitgedrukt in procenten van de mobiliteit van men­
selijk serumalbumine. 
het densitogram zien wij een brede top en verder wat schoudertjes, ter­
wijl het langzaamste deel een scherpe top vertoont. Deze fractie wordt 
door Rabaey genoemd de middenfractie en het langzaamste deel wordt 
door hem de Mffractie genoemd (midden traag). Wij noemen deze fractie 
de fractie van de ß-crystallinen omdat: 
l.deze fractie met fractie II (α-crystalline) de twee belangrijkste groe­
pen vormen van het lensextract, zoals ook Momer op preparatieve 
grondslag aangeeft voor α- en ß-crystalline; 
2.in vrijeenpapier-elektroforeseis ß-crystalline de component met de 
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T a b e l 2 
Extracten van runderlenzen 
Extract 
Cortex 
Totaal 
Midden 
Kern 
Frac t ies 
I 
II 
III 
IV 
I 
II 
III 
IV 
I 
II 
III 
IV 
I 
II 
III 
IV 
Relatieve mobiliteiten 
Grenzen 
107 - 97 
97 - 66 
6 6 - 27 
27 - 2 
110 - 93 
93 - 66 
66 - 28 
28 - 5 
107 - 93 
93 - 69 
69 - 26 
2 6 - 7 
107 - 76 
7 6 - 53 
5 3 - 27 
27 - 2 
Maxima 
102 
81 
62; 56; 44-52, 40, 31 
24, 18, 15, 6 
102 
80 
61; 56; 42-49; 32 
24; 15-21; 8 
77 
59; 43-48; 31 
23; 14-19; 8 
65 
54; 47; 32-38; 30 
23; 14, 4 
Gemiddelde waarden van de relatieve mobiliteiten (uitgedrukt in procenten van de 
mobiliteit van menselijk serumalbumine) van de aangetoonde fracties. 
De gemiddelden zijn berekend uit de waarden van resp. 20 (cortex), 3 (totaal), 2 
(midden) en 5 (kern) elektroferogrammen. 
Rel. mob.: relatieve mobiliteit. 
intermediaire mobiliteit; 
S.fractionering van het lensextract volgens Mörner (1894) geeft een 
ß-crystallinepreparaat dat in de agar-elektroforese voornamelijk deze 
fractie III geeft. 
De Mt-fractie van Rabaey wordt in onze nomenclatuur de ßs-component 
genoemd. 
Fractie IV vertoont na kleuring twee banden, maar in het densitogram 
zijn naast deze 2 toppen nog 2 schoudertjes te onderscheiden. Deze 
fractie wordt Y-crystalline genoemd. 
De laatste jaren is de naam Y-crystalline gebruikt voor de langzaamst 
lopende fractie in papier-of vrije elektroforese bij pH boven 7 (Orekho-
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vich, Firfarova en Shpikiter, 1955; Kinoshita en Merola, 1958; Resnik, 
Wanko en Gavin, 1960). De twee banden hebben wij aangeduid als Yi-
en γ3- , en de twee schouders als Y2- en Y4-crystalline, vanaf de anode 
gerekend. Bij voortgezette fractionering van de γ-crystallinen bleek dat 
er nog een Y-crystalline is met een lagere relatieve mobiliteit dan 
Y4-crystalline. Deze component is aangeduid als Y5-crystalline. Zij 
komt echter in zulke lage concentratie in de lens voor, dat zij bij analyse 
van het totale lensextract niet te vinden is. 
Lipide- en koolhydraathoudende eiwitten konden op de elektroforese­
platen niet aangetoond worden. Ook kleuring met pyronine-Y gaf een 
negatief resultaat. 
b. Extract van de lenskem, van de totale lens en van het middengedeelte 
van de lens; Fig. 2B, С en D, Tabel 2. 
Na kleuring met amidozwart konden minstens 4 fracties worden onder­
scheiden. 
Het elektroforese-patroon van kemextract wijkt vooral in 2 punten sterk 
af van dat van het cortex-extract. In de eerste plaats door een lagere 
concentratie en relatieve mobiliteit van het α-crystalline, en in de 
tweede plaats vinden wij hier een hogere concentratie van γ-crystal­
linen. De relatieve mobiliteiten van de γ-crystallinen zijn bij cortex 
en kern echter hetzelfde. 
Zoals te verwachten is, geeft het extract van het midden deel van de 
lens een elektroforese-patroon, dat het midden houdt tussen die van 
cortex en kern. 
Het elektroforese-patroon van de totale lens is te beschouwen als een 
resultante van de 3 voorafgaande patronen. 
c. Extracten van lenzen van kalf, paard, varken, kikker, kip en van sepia ; 
Fig. 3, Tabel 3. 
Op de elektroforeseplaten zijn na kleuring met amidozwart een aantal 
fracties waar te nemen. De relatieve mobiliteiten van de grenzen en 
maxima van deze fracties zijn samengevat in tabel 3. 
Zoals uit de densitogrammen en de tabel te zien is, komen de elektro-
forese-patronen van de lensextracten van de onderzochte zoogdieren 
grotendeels overeen, hoewel er toch ook verschillen zijn aan te wijzen. 
Zo vertoont fractie I bij het varken twee toppen, hetgeen wij bij de andere 
zoogdieren niet hebben kunnen waarnemen. Fractie IV ( γ-crystalline) 
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is bij het paard vrijwel afwezig en maxima zijn er in dit gebied niet 
waar te nemen, terwijl bij het kalf daarentegen in deze fractie zeer 
duidelijke toppen te zien zijn. De relatieve mobiliteiten van de drie 
componenten in deze fractie IV zijn bij koe, kalf en varken nagenoeg 
gelijk. 
fracties 
50 0 rel mob 100 
-τ τ-
Ο re L mob. 100 
ι π 
ιιι 
IV 
ν VI IV 
0 rel mob 50 
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De relatieve mobiliteit van α-crystalline varieert sterk: van 72 bij het 
kalf tot 90 bij het paard. 
Terwijl bij de onderzochte zoogdieren nog een vergelijk mogelijk is, 
zijn de elektroferogrammen van kip en kikker moeilijk, en van sepia 
onmogelijk te vergelijken met die van de koe. 
De hoeveelheid α-crystalline (fractie II), of de fractie die qua mobiliteit 
daarmee overeenkomt, is bij kikker en kip veel kleiner dan bij rund. 
Bij de kikker overheersen vooral de tragere componenten, terwijl deze 
bij de kip geheel ontbreken. Bij de kip komt een component in het ß-
crystallinegebied in hoge concentratie voor. Deze component is door 
Rabaey (1962) F.I.S.C. (First Important Soluble Crystallin) genoemd, 
omdat deze component in de ontogenie het eerst verschijnt. 
Het elektroforese-patroon van de sepialenzen wijkt nogal sterk af van 
dat van de vertebraten. Het is gekenmerkt door een brede uitgesmeerde 
band, met een lage relatieve mobiliteit. De vorm van deze band doet de 
aanwezigheid van verscheidene elektroforetisch verschillende compo-
nenten vermoeden. Waarschijnlijk hebben wij hier te maken met een po-
pulatie van moleculen die elektroforetisch sterk uiteenlopen. 
Vergelijking van de verkregen ferogrammen met die van andere onder-
zoekers (Rabaey, 1959,1965; Halbert en Manski, 1963) toont een sterke 
toeneming van de tragere componenten in de reeks hogere naar lagere 
vertebraten. 
Hierbij sluit zich het beeld van de sepialenzen volkomen aan. 
Wanneer wij een relatie veronderstellen tussen de structuur van de 
lenseiwitten en de vorm en functie van de ooglens, dan zal, gezien het 
algemene voorkomen van deze tragere componenten, het onderzoek van 
Figuur 3 
Agar-elektroforese van lensextracten van verschillende dieren 
densitogram van kalfslens (cortex); 
densitogram van varkenslens (cortex); 
densitogram van paardelens (cortex); 
densitogram van kippelens (totaal); 
densitogram van kikkerlens (totaal); 
densitogram van sepialens (totaal). 
Rel. mob.: relatieve mobiliteit, uitgedrukt in procenten van de mobiliteit van men-
selijk serumalbumine. 
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deze eiwitten van groot belang zijn voor het leren kennen van deze re-
latie. 
T a b e l 3 
Extracten van lenzen van verschillende dieren 
Extract 
Kalf 
(cortex) 
Paard 
(cortex) 
Varken 
(cortex) 
Kip 
(totaal) 
Kikker 
(totaal) 
Sepia 
(totaal) 
Frac t ies 
I 
II 
III 
IV 
I 
II 
III 
IV 
I 
II 
III 
IV 
I 
II 
III 
IV 
I 
II 
III 
IV 
V 
VI 
I 
II 
III 
IV 
Relatieve mobiliteiten 
Grenzen 
98 - 84 
84 - 61 
61 - 28 
2 8 - 4 
117 - IUI 
101 - 73 
73 - 30 
3 0 - 16 
109 - 86 
86 - 64 
64 - 27 
27 - 4 
101 - 87 
87 - 64 
64 - 33 
33 - 15 
104 - 91 
91 - 65 
65 - 26 
2 6 - 18 
18 - 6 
6 - -12 
62 - 18 
18 - 2 
2 - -20 
-20 - -33 
Maxima 
72 
55; 44-49; 30 
25; 19; 15; 7 
111 
90 
57; 47-52; 34 
107; 97 
74 
57; 40-47; 33 
24; 16; 7 
71 
52; 37 
30; 23 
74 
40; 31 
24 
13 
1; -6 
26 
4 - 10 
1; -17 
-22 
Gemiddelde waarden van de relatieve mobiliteiten (uitgedrukt in procenten van de 
mobiliteit van menselijk serumalbumine) van de aangetoonde fracties. 
De gemiddelden zijn berekend uit de waarden van resp. 5 (kalf), 5 (paard), 5 (var-
ken), 3 (kip), 4 (kikker) en 3 (sepia) elektroferogrammen. 
Rel. mob.: relatieve mobiliteiten. 
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II.3.3, Z e t m e e l g e l - e l e k t r o f o r e s e 
De eerste experimenten, waarbij de bekende, volgens Smithies (1955), 
buffer gebruikt werd, gaven een teleurstellend resultaat. In overeen­
stemming met Rabaey (1959) en Bloemendal et al. (1962) werd een 
scheiding van runderlensextract in 3-4 componenten gevonden. 
Vervolgens werd nagegaan of er niet met een andere buffer of pH een 
betere scheiding was te verkrijgen. Daartoe hebben wij de invloed na­
gegaan van acht in de literatuur beschreven buffers op het scheidings­
patroon. Bij enkele buffers werd ookde invloed van de aangelegde span­
ning en van de pH van de elektrodevaten onderzocht. Alleen extracten 
van runderlenzen werden onderzocht. 
De beste scheiding werd verkregen met het buffersysteem 4 b. Hierbij 
werden 10-12 banden waargenomen (Fig. 4). Karakteristiek voor deze 
buffer is het naar de kathode bewegen van 3-4 banden. Dit verschijnsel 
hebben wij bij geen der andere buffersystemen waargenomen. Hetzelfde 
verschijnsel, n.l. van het naar de kathode bewegen van de eiwitzones 
bij gebruik van Tris-boorzuurbuffer, werd ook door Hughes (1961) waar­
genomen bij menselijke spiereiwitten. Een verklaring werd door hem 
niet gegeven. Het sterk uitgesmeerde deel van het elektroforese-patroon, 
waarin dikwijls vrij moeilijk verdichtingen zijn waar te nemen, maakt 
de identificatie uiterst lastig. 
Ш 
] I 
1 2 3 4 7 8 10 11 
Figuur 4 
Zetmeelgel-elektroforese van lenscortex-extract 
Eiwitconcentratie: 10% 
Buffersysteem: 4b (zie tekst) 
Elektroforeseduur: 17 uur. 200 V. 18 mA 
Uit vergelijking van agar-elektroforese en zetmeelgel-elektroforese 
van gezuiverde fracties konden wij besluiten dat 3 van de 4 kathodische 
banden overeenkomen met de γ-crystallinen, en de vierde band met het 
ßs-crystalline.Devage, sterk anodische band moet waarschijnlijk toe-
geschreven worden aan pre-a-crystalline. Band 6 komt overeen met 
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α-crystalline. De lage mobiliteit van α-crystalline in vergelijking met 
agar- en papier-elektroforese moet toegeschreven worden aan de zeef-
werking van de zetmeelgel-elektroforese (Schmidt en Ten Cate, 1960; 
Bloemendaletal., 1962). Eenzelfde verschijnsel werd door Bloemendal 
et al. (1962) ook waargenomen bij polyacrylamidegel-elektroforese van 
α-crystalline. De andere banden en vooral het uitgesmeerde deel komen 
overeen met de p-crystallinen. 
Omdat de andere, door ons onderzochte buffersystemen alle een kwali­
tatief mindere scheiding geven (het aantal scheidbare componenten 
varieerde van 6-9) dan de hierboven genoemde Tris-boorzuurbuffer, 
en zij bij ons verdere onderzoek niet meer gebruikt werden, blijft een 
detailbespreking van de met deze buffers verkregen patronen achter­
wege. 
II.3.4. I m m u n o - e l e k t r o f o r e s e 
1. Cortex-extract van runderlenzen; Fig. 5. 
Het lijnenpatroon is vrij gecompliceerd. Tenminste 10-12 lijnen wer­
den geregeld waargenomen. Wanneer wij echter de resultaten van een 
groot aantal immuno-elektroferogrammen samenvoegen, waarbij van 
verschillende antisera gebruik gemaakt werd, dan komen wij tot een 
totaal van 17-19 lijnen. In Fig. 5 zijn deze lijnen schematisch weerge­
geven. Tevens zijn in deze figuur de fracties aangeduid, zoals wij deze 
uit de gewone agar-elektroforese kennen. De naamgeving baarde ons 
nogal zorgen. De eenvoudigste, maar mogelijk de minst zeggende op­
lossing is, de lijnen aan te duiden met cijfers of letters. Deze proce­
dure is door Zwaan (1963) gevolgd bij zijn immuno-elektroforetisch 
onderzoek van de kippelens. Manski et al. (1961) gebruikten ter aan­
duidingletters (At/m H), hoewel deze onderzoekers wel aangeven welke 
lijnen behoren tot de klassieke fracties, de α-, β- en γ-crystallmen. 
Denaamgevingdie wij voorstaan, is afgeleid van de nomenclatuur zoals 
deze gebruikt wordt bij het immuno-elektroforetisch onderzoek van 
menselijk serum. In deze laatste nomenclatuur worden de lijnen ver­
noemd naar de agar-elektroforetisch gescheiden fracties waarin zij 
gevonden worden, en naar de plaats die de lijnen bezitten in het dif-
fusievlak. Zo kent men ai Α., ацз e n aie-globuline. De letter toe­
voeging А, В en С duidt de plaats aan in het diffusievlak. De ai A üjn 
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ligt het dichtst bij het antiserumreservoir, ag en a c wat verder ver­
wijderd. 
Uiteraard bezit ook deze nomenclatuur een arbitrair karakter, maar 
zoals Burtin (1964) zegt, het is moeilijk een betere te vinden zolang 
men de structuur of de functie van het desbetreffende eiwit nog niet 
kent. 
100 50 0 rel. mob. 
pre α- oc- /3- v- crystalline 
fracties 
Figuur 5 
Immuno-elektroforese-patroon van cortex-extract van runderlenzen, 
samengesteld uit een aantal immuno-elektroferogrammen 
die verkregen werden bij gebruik van verschillende anti -cortex-sera 
a. Pre-a-crystalline (p-crystalline) 
In deze fractie liggen twee lijnen. Deze worden aangeduid als ρ ι en 
P2-crystalline. P^-antigeen vormt een dunne, sterk gekromde boog, 
waarvan het dieptepunt dicht bij het antiserumreservoir ligt. Bijna 
alle antisera geven deze lijn. Dit eiwit behoort tot de laagmoleculaire 
eiwitten van de lens (zie hoofdstuk V) en komt in zeer geringe concen­
tratie in het lensextract voor. 
De tweede lijn (p2) is slechts in vier gevallen waargenomen. De rela­
tieve mobiliteit van het dieptepunt is lager dan die van ρχ. De boog is 
ver van de antiserumgoot gelegen, en dus dicht bij de elektroforese-as. 
Nadere gegevens over dit eiwit bezitten wij niet, 
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b. α-crystalline 
Fractie II of α-crystalline vormt een dikke, brede band, die bij ge­
bruik van sommige antisera aan de uiteinden gevorkt is, en met andere 
dubbel is. In enkele gevallen is nog een derde lijn te zien, die parallel 
aan en binnen de hoofdlijn(en) ligt. De buitenste van de 3 lijnen, die het 
dichtst ligt bij de antiserumgoot, wordt de ад-, de andere resp. a ß -
en a^-lijn genoemd. Dit voorkomen van verscheidene a-crystalline-
lijnen wijst op het bestaan van verschillende determinanten, al dan niet 
op hetzelfde molecuul. Dezeimmunologische heterogeniteit van α-crys­
talline zal nader besproken worden in hoofdstuk IV. 
c. ß-crystalline 
Fractie III (ß-crystalline)vormt een ingewikkeld en complex patroon. 
7-9 Lijnen kunnen waargenomen worden. Een van de banden valt on-
middellijk op door zijn grote dichtheid en langgerekte vorm. Deze lijn 
heeft 3 dieptepunten en is aan de uiteinden gespleten, wat wijst op de 
aanwezigheid van verscheidene determinanten. Het verst aan de anode 
kant gelegen deel van de lijn hebben wij aangeduid als ßiA-lijn, het 
middengedeelte als ß2A- e n het langzame gedeelte als ßsA-Hjn. 
Wij hebben hier te maken met een groep eiwitten die elektroforetisch 
van elkaar verschillen, maar immunologisch grote verwantschap bezit-
ten. De lijn die zich aan de anodezijde afsplitst van de ßiA-lijn is aan-
geduidmet β χ g-lijn. Op de overgang van ßiA naar ß2A bevindt zich een 
lijn die in het verlengde van ß2A ligt· Deze zwakke lijn, aangeduid als 
ß2B-lijn,moet waarschijnlijk opgevat worden als een 'spur'. Dit wijst 
erop, dat de antigenen die de ß2A"liJn vormen, zowel gemeenschappe-
lijke determinanten hebben met de antigenen van ßiA. als determinan-
ten die specifiek zijn voor de ß2A antigenen. 
In het ß i - en ß2-gebied zijn nog enkele andere lijnen zichtbaar. Een 
lijn, die dicht bij de opbrengplaats ligt, is aangeduid met ß2C· 
Kathodisch van deze lijn ligt, dichter naar de antiserumgoot, een lijn, 
aan te duiden met ß2D· Deze lijn snijdt in vele gevallen de lijn ß2A -
β ЗА. In sommige immunoferogrammen ligt deze lijn echter zo dicht 
tegen de lijn ß2A - ß3A a a n · ^ 3 1 z iJ hiervan niet te onderscheiden is . 
In het overgangsgebied β 2 - ß3 is nog een band te onderscheiden die 
de lijn ß2A - β ЗА doorkruist. Het dieptepunt van de lijn ligt dicht tegen 
de antiserumgoot aan. Deze lijn zou in de gebruikte nomenclatuur de 
naam moeten dragen van ß3B. Wij hebben deze lijn kunnen identifi-
ceren als behorende bij het eiwit ßs-crystalline (m r = 31). Deze naam 
zouden wij ook willen toekennen aan deze lijn. 
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d. γ-crystalline (fractie IV) 
De hoofdband die deze fractie vormt is langgerekt van vorm, waar­
schijnlijk met twee dieptepunten, en ligt vlak tegen de antiserumgoot 
aan. Deze lijn is bovendien gespleten aan de kathodekant, wat wijst op 
de aanwezigheid van verscheidene determinanten. 
Deze lijn strekt zich uit tot aan het ß2-crystallinegebied. Het snelste 
gedeelte van de lijn duiden wij aan met γ I A . het langzaamste deel met 
уЗд. Aan de kathodekant is nog een lijn zichtbaar: г з в · 
Ter hoogte van het overgangspunt у^д - узд is een lijn zichtbaar, aan 
teduiden als γ2Α· Deze lijn blijkt vrij te liggen van de у ід - узд lijn 
en duidt op de aanwezigheid van een antigeen met een relatieve mobili­
teit tussen die van п д е п гздіп. In het γ-crystallinegebied is ten slotte 
nog een lijn aanwezig, waarvan het dieptepunt verder van de antiserum­
goot afligt dan de drie genoemde. Deze lijn kruist meestal de γ- en een 
deel van de β-crystallinelijnen. Deze lijn, Y3C. verdwijnt wanneer het 
antiserum wordt geabsorbeerd met runderlever, terwijl alle andere 
genoemde lijnen aanwezig blijven. 
Bij de reactie leverextract/antiserum tegen runderlens verschijnen 
er echter meer lijnen en wel twee in het ß-crystallinegebied en één in 
het γ-crystallinegebied. 
Dit resultaat menen wij als volgt te kunnen interpreteren : In lensextrac-
ten komen meer antigenen voor die niet specifiek zijn voor de lens dan 
het у з е antigeen, maar in zulke lage concentraties, dat zij nog wel in 
staat zijn antilichamen op te wekken, maar geen aanleiding geven tot 
het ontstaan van precipitatielijnen in de reactie lensextract/antilens -
serum. In de lever zouden zij in grotere concentraties voorkomen zo­
dat zij wel in de reactie lever/antilens-serum een precipitaat geven. 
2. Extract van de totale lens en van de kemfractie van de runderlens 
Fig. 6 toont het lijnenpatroon van het extract van de lenskem. In deze 
figuur zijn tevens de fracties uit de gewone agar-elektroforese aange­
geven. Als antiserum werd een antiserum gebruikt, gericht tegen de 
lenscortex. 
Een karakteristiek verschil met het patroon van het cortex-extract is 
de lange, bijna rechte lijn in het anodedeel van het ferogram. Deze lijn 
strekt zich vanaf fractie I (pre-a-crystalline) uit tot in fractie III. 
In het pre-a-crystallinegebied bevindt zich nog een lijn, die qua vorm 
en plaats overeen komt met Ρ ι-crystalline uit het cortex-extract. De 
voornaamste lijnen uit het cortex-extract komen ook in het kemextract 
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voor, zoals de a-crystallinelijnen (fractie II), de β I A - . ß2A- e n ЗЗА" 
lijn, de ßs-lijn en de γΐΑ- en уз A-lijn. De lagere mobiliteit van het 
α-crystalline is ook hier te zien. Deze a-crystallinelijn is echter vaag 
en ligt ver van de antiserumgoot. 
D e
 Y1A - Y3A lijn i s duidelijker dan bij het cortex-extract. Dit komt 
overeen met wat ook de agar-elektroforese te zien geeft, een hogere 
concentratie van γ-crystalline. Totaal-lensextract geeft een identiek 
patroon als het cortex-extract. 
I l l fracties 
100 rel. mob. 
Figuur 6 
Tmmuno-elektroforese van kemextract van runderlenzen met anti-cortex-serum 
(L-3) 
3. Lensextracten van kalf, varken, paard, kip, kikker en sepia. 
In fig. 7 zijn de voornaamste lijnen weergegeven die verkregen werden 
bij diffusie tegen anti-runderlens-serum. Tevens zijn de overeenkom­
stige fracties uit de gewone agar-elektroforese in de figuur aangegeven. 
a. Kalfslensextract/anti-runderlens-serum 
Minimaal 10 lijnen zijn zichtbaar. Het patroon is vrijwel identiek 
aan dat van runderlensextract. De mobiliteit van α-crystalline is klei­
ner dan die van de volwassen dieren. De γ-crystallinelijn (γΐΑ - Y3A 
lijn) is duidelijker dan die van runderlensextract, wat wijst op een 
hogere concentratie aan γ-crystalline. 
b. Extract van varkenslens/anti-runderlens-serum 
Minimaal zijn hier 6 lijnen zichtbaar. Evenals bij kalfslensextract 
is hier een duidelijker γ-crystallinclijn dan bij het runderlensextract. 
Deze lijn vertoont veel duidelijker de twee dieptepunten dan wij bij de 
andere lensextracten hebben waargenomen. 
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Figuur 7 
Tmmuno-elektroforese van lensextracten van verschillende dieren 
met anti-cortex-serum (L-3) 
A, B, C, D, E: lensextracten van resp. kalf, paard, varken, kikker en kip. 
De ß s - l i jn is vager en minder duidelijk dan bij runderlensextract . 
c. Paarde lensext rac t /an t i - runder lens-serum 
Minimaal 5 lijnen zijn waar te nemen. Een karakter is t iek verschil 
met de voorafgaande lensextracten i s , dat er geen lijn is waar te nemen 
die qua plaats en voorkomen op de ρ χ-lijn lijkt. In het α -crystal l ine-
gebied is wel een lijn die qua voorkomen overeenkomt met P i . 
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T e oordelen n a a r haar plaats zouden wij deze lijn e e r d e r post-α dan 
pre-α-crys ta l l ine noemen. 
De γ-crystal l ineli jnis vaag en ver van de antiserumgoot gelegen, het­
geen kan wijzen op een geringe concentratie van γ-crystal l ine in het 
extract. 
d. Kippelensextract/anti-runderlens-serum 
Minimaal 4 lijnen zijn zichtbaar. Pre-a-crysta l l inel i jnen zijn hier 
niet aantoonbaar. Ook bij diffusie tegen anti-kippelens-serum hebben 
wij geen lijn in het gebied kunnen waarnemen. Waarschijnlijk bevat 
hetkippelens-extractgeenantigeen, overeenkomend met de ρχ- of P2-
crystall ine van de runderlens. 
Z e e r karakter is t iek in het beeld is de lange lijn in het ß-crystal l ine-
gebied. Deze lijn bevat twee duidelijke dieptepunten en is aan de kathode 
meermalen vertakt. Dit wijst op de aanwezigheid van verscheidene anti-
genen. Een lijn overeenkomende met Y-crystalline hebben wij niet waar-
genomen. 
e. Kikker lensextract /ant i - runder lens-serum 
Drie lijnen zijn zichtbaar, verspreid over het gehele elektroforese-
gebied. De lijn, die qua vorm en plaats overeenkomt met de π A - Y3A 
lijn van runderlensextract, is het duidelijkst te zien. Zij s trekt zich 
uit over een groot gebied, van ver kathodisch tot aan het a-crystalline-
gebied. Zij duidt op de aanwezigheid van antigenen, die elektroforetisch 
s terk verschillen, m a a r immunologisch zeer verwant zijn. 
P r e - a - c r y s t a l l i n e n zijn niet aantoonbaar. 
f. Sepialensextract/anti-runderlens-serum 
Geen enkele lijn werd waargenomen. Dit wijst erop, dat de antigenen 
van deze evertebratelens immunologisch niet verwant zijn aan de 
antigenen uit de vertebratelens. 
II.4. DISCUSSIE 
Overzien wij de resultaten, bereikt met papier-, agargel-, zetmeel-
gel- en immuno-elektroforese, dan valt ons de grote toeneming in dif­
ferentiatie van de lenseiwitten op. Geeft papier-elektroforese slechts 
3 fracties, immuno-elektroforese daarentegen duidt op het bestaan van 
minstens 10-12 antigenen. Volgens ons heeft de papier-elektroforese 
bij het onderzoek van de lenseiwitten slechts nog klassieke betekenis 
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en dient deze vervangen te worden door de gel-elektroforese-technie-
ken, die een groter oplossend vermogen bezitten. Dij ons verdere onder-
zoek hebben wij geen gebruik meer gemaakt van de papier-elektrofo-
rese. 
Ookzetmeelgel-elektroforese behoorde aanvankelijk tot die elektrofo-
rese-technieken, die wegens hun gering oplossend vermogen minder 
geschikt zouden zijn voor de analyse van lensextracten (Rabaey, 1959; 
Hoenders, 1965). Rabaey vindt slechts 3 fracties bij zetmeelgel-elektro-
forese van runderlensextract en Hoenders vindt eenzelfde aantal com-
ponenten bij analyse van extract van kippelenzen. Beide onderzoekers 
gebruikten echter de boraatbuffer volgens Smithies. Deze buffer is uit-
stekend geschikt bij elektroforese van serumeiwitten, maar zoals wij 
konden aantonen, minder geschikt voor lenseiwitten. Alle door ons ge-
bruikte buffersystemen bleken een betere scheiding te geven dan de 
Smithiesbuffer. De beste scheiding werd verkregen met de Tris-boor-
zuurbuffer pH 7,6. Deze buffer hebben wij bij ons verdere onderzoek 
gebruikt. Vooral bij de analyse van de laagmoleculaire lenseiwitten 
bewees ze haar grote waarde. 
Door de lange tijdsduur en het uitwaaieren van vooral de ß-crystalline-
banden zijn er echter nadelen verbonden aan het gebruik van zetmeel-
gel bij het onderzoek van lensextracten. In verband hiermee verdient 
depolyacrylamide-gelo.i.de voorkeur boven de zetmeelgel-elektrofo-
rese. 
Alhoewel de agar-elektroforese een minder goede scheiding geeft dan 
bovengenoemde gel-elektroforese methoden, bezit zij door de mogelijk-
heid van het berekenen van de relatieve mobiliteiten een groot voor-
deel boven de zetmeelgel- en polyacrylamidegel-elektroforese. 
De relatieve mobiliteit is een belangrijke karakteristiek van een eiwit 
die het mogelijk maakt bij zuivering, b.v. van het lensextract, steeds 
het desbetreffende eiwit te herkennen. 
Bovendien, de korte elektroforeseduur, de transparantie van het gel-
medium, en de mogelijkheid tot toepassing van histochemische en en-
zymatische kleurreacties, maken de agargel-elektroforese tot een zeer 
bruikbaar instrument voor de analyse van complexe biologische meng-
sels. 
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Vergelijken wij nu de bereikte resultaten met die welke bekend zijn uit 
de l i teratuur. Onze resultaten, bereikt m.b.v. agar-elektroforese van 
extracten van cortex en kernen van runderlenzen, zijn in overeenstem­
ming met die van Rabaey (1959). Ook Rabaey onderscheidt 4 fract ies . 
Zijn naamgeving verschilt echter met die van ons. Hij spreekt van 
snelle fracties, α-crystalline, midden en trage fracties, waar wij s p r e ­
ken van p r e - α - , α - , β- en γ-crystall inen. 
De relatieve mobiliteiten van de fractiegrenzen zijn helaas niet door 
hem gegeven, zodat wij h iermee niet kunnen vergelijken. Het aantal 
en de relat ieve mobiliteiten van de maxima komen vrij redelijk met 
de onze overeen. De kleine verschillen die e r bestaan tussen zijn en 
onze waarden kunnen ongetwijfeld herleid worden op een verschil in 
technische omstandigheden, zoals ionensterkte en temperatuur, waar­
onder de elektroforese werd uitgevoerd. Een uitzondering vormen de 
relatieve mobiliteitswaarden van de pre-a-crys ta l l inen. Onze waarden 
zijn veel lager dan die van Rabaey (108, 102 tegen 136 en 110). De oor­
zaak hiervan is ons niet bekend. 
Het door ons gevonden verschil in relat ieve mobiliteiten van α-crystal­
line uit cortex-extract en uit kemextrac t is groter dan door Rabaey 
wordt aangegeven. Een oorzaak kan zijn, dat de door Rabaey gebruikte 
kemextracten verontreinigd waren met wat cortex. 
De agar-elektroforetische karakterist ieken van lensextracten van kalf, 
paard, varken, kikker en sepia zijn ons uit de l i teratuur niet bekend, en 
worden derhalve als nieuw beschouwd. Rabaey geeft in zijn omvangrijke 
disser tat ie foto's van ferogrammen van lensextracten van sepia en 
kikker, die volkomen overeenstemmen met de door ons verkregen beel­
den. 
Rabaey (1959) en Hoenders (1965) geven beelden van densitogrammen 
van kippelensextracten die overeenkomen met onze beelden. De door 
ons bepaalde waarde van kippe-α-crystal l ine (fractie II) verschilt van 
die welke door Hoenders gevonden werd, m a a r stemt m e e r overeen met 
de waarde, die Zwaan uit zijn immuno-elektroforese proeven haalt. De 
grote complexiteit van het lensextract wordt het beste weergegeven door 
de immuno-elektroforese. Het grote aantal van 17-19 lijnen werd alleen 
waargenomen bij samenvoeging van de resultaten van verschillende 
experimenten, waarbij gebruik werd gemaakt van verschillende antisera, 
terwijl een kleiner aantal (minimaal 10) geregeld werd waargenomen 
bij gebruik van een antiserum. Zwaan (1963) deed dezelfde ervaring op 
46 
bij het onderzoek van kippelenzen. 
Het gebruik van zeer krachtige, hyperimmune antisera is ook een ver-
eiste om tot dit aantal lijnen te komen. Dit kan een verklaring zijn voor 
de discrepantie die er tussen de verschillende onderzoekingen bestaat, 
wat betreft het aantal gereproduceerde lijnen en de grootte van de kruis-
reacties bij onderzoek van extracten van lenzen van andere diersoorten. 
François et al. (1956) namen 8 lijnen waar bij de reactie antiserum tegen 
runderlens met runderlens, terwijl met hetzelfde antiserum slechts 3 
lijnen werden verkregen met schapelensextract, twee met varkenslens-
en slecnts een met paardelens- en een met mensenlensextract. Witmer 
(1959) vond daarentegen met anti-runderlens-serum 5 gemeenschappe-
lijke antigenen inmensenlens, terwijl Mizukawa et al. (1960) met anti-
runderlens-serum, slechts 2 kruisreacties konden aantonen met konij-
ne-en paardelens. Onze immuno-elektroforese experimenten tonen aan 
dat lensextracten van varkens en paarden minstens 6 lijnen geven met 
anti-runderlens-serum, kippelensextract minstens 5, en kikkerlens-
extract minstens 3 lijnen. Deze immunologische componenten zijn ver-
spreid over het gehele elektroforesegebied en niet alleen beperkt tot 
het a-crystallinegebied. 
Geen enkele reactie werd echter waargenomen met sepialensextract. 
Dit is volkomen in overeenstemming met wat door Wollman et al. (1938) 
endoorHalbertenManski(1963) is waargenomen. Dit wijst erop dat de 
lenseiwitten van de evertebraten immunochemisch verschillen van die 
van de vertebraten. 
De brede orgaanspecificiteit van de lenseiwitten bij de vertebraten 
is ook waargenomen door Halbert en Manski (1963). Deze onderzoekers 
namen een daling waar in het aantal kruisreacties wanneer zij anti-
runderlens-serum lieten reageren met lensextracten van diersoorten 
die lager in het evolutieschema staan. 
Eenzelfde daling in kruisreacties is ook af. te leiden uit onze experi-
menten. 
Het lijnenpatroon dat Manski et al. (1961) vinden bij de reactie anti-
runderlens-serum/runderlens komt in grote trekken overeen met wat 
wij vonden. Zij rekenen echter lijnen, overeenkomende met onze pi 
en P2, tot het a-crystallinegebied. liet door hen gevonden aantal lijnen 
is wat kleiner dan dat, wat door ons gevonden wordt. Zij spreken echter 
in hun artikel van minimaal 10 lijnen, zodat de extra lijnen die wij vin-
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den zeer wel ook in hun immunoferogrammen te vinden zouden zijn. 
S a m e n v a t t e n d kunnen wij zeggen dat agar-, zetmeelgel- en im-
muno-elektroforese een beeld geven van de grote complexiteit van de 
runderlens. Een complexiteit die ook te vinden is bij lenzen van andere 
diersoorten. 
HOOFDSTUK III 
SCHEIDING VAN LENSEIWITTEN DOOR GELFILTRATIE 
III. 1. INLEIDING 
Zoals in het vorige hoofdstuk besproken is, bevat lensextract een groot 
aantal componenten. Op velerlei wijzen heeft men getracht deze eiwitten 
in zuivere vorm te isoleren. Men heeft daartoe gebruik gemaakt van 
precipitatie op het iso-elektrisch punt (i.e.p.), alleen en in combinatie 
met alcoholprecipitatie (François et al., 1955), uitzouten met ammo-
nium-sulfaat (Orekhovich et al., 1955), met kaliumfosfaat (Perry en 
Koenig, 1961) en precipitatie met protaminesulfaat (Orzalezi en Miglior, 
1957). De met deze methoden verkregen preparaten werden vaak amper 
na onderzoek beschouwd als homogeen, echter bij toepassen van meer 
verfijnde analysemethoden als agar- en immuno-elektroforese bleek 
dit veelal niet het geval te zijn (Manski et al., 1961). Deze laatste on-
derzoekers toonden met immuno-elektroforese aan , dat de door mid-
del van iso-elektrische precipitatie en alcoholprecipitatie verkregen 
preparaten niet homogeen waren. Ook de door middel van continue pa-
pier-elektroforese verkregen fracties waren niet homogeen. 
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Ook wij hebben in het begin van ons onderzoek deze klassieke methoden 
van eiwitzuivering gebruikt. Door middel van i.e.p. en uitzouten met 
ammoniumsulfaat verkregen wij een ß-crystallinepreparaat dat bij pa-
pier-elektroforese bij 5 verschillende pH's homogeen scheen (Ten Cate, 
Bloemendal en Van Dam, 1958). Later bleek deze fractie bij onderzoek 
vanzetmeelgel-elektroforese en immuno-elektroforese niet homogeen 
te zijn. 
Wij hebben getracht dit preparaat verder te zuiveren door een aceton-
precipitatie en door behandeling met Ca-fosfaat gel. De verkregen frac-
ties bleken echter in de zetmeelgel-elektroforese uit meer componenten 
te bestaan en bovendien werkten deze methoden nogal denaturerend, wat 
bleek uit een slechtere oplosbaarheid. 
De laatste jaren zijn er nieuwere methoden ontwikkeld met een veel 
hoger scheidend vermogen dan de hierboven genoemde klassieke me-
thoden. Hiertoe behoren de ionenuitwisselaars op cellulose- en dex-
traanbasis en de gelfiltratie-methode. 
Papaconstantinou en Resnik (1959) pasten als eersten DEAE-cellulose 
toe bij de scheiding van runder-, kippe- en kikkerlensextract. Zij ver-
kregen met een discontinue gradiënt 10-12 toppen. Bij kalfslensextract 
verkreeg Spector (1960) 10 toppen. Schmidt scheidde in ons laborato-
rium met behulp van DEAE-cellulose extracten van runderlens in 9 
componenten en later verkregen wij op TEAE-cellulose een scheiding 
van lensextract in 9-10 fracties. De fracties waren echter, zoals bleek 
uit de immuno-elektroforese, niet homogeen. Ook Papaconstantinou en 
Resnik geven elektroforese-patronen, die erop duiden, dat ook de door 
hen verkregen fracties uit eiwitmengsels bestonden. 
Hieruit bleek dat het toepassen van een enkele scheidingsmethode niet 
tot het gewenste resultaat leidde. Een ervaring, die door andere onder-
zoekers op verschillende terreinen van de eiwitchemie, ook werd opge-
daan, en die leidde tot wat tegenwoordig wel als een grondprincipe van 
de eiwitfractionering wordt opgevat, nl. het toepassen van verscheidene 
scheidingsmethoden, die bij voorkeur gebaseerd zijn op verschillende 
eigenschappen van de te scheiden eiwitten. 
Het is dus wenselijk om bij een ingewikkeld mengsel van eiwitten eerst 
een z.g. scheiding in groepen, of voorscheiding toe te passen, gevolgd 
door een fijnere scheiding binnen elke groep. 
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Björk (1960) gebruikte als voorscheiding van de lenseiwitten van het 
kalf zone-elektroforese met cellulose als drager, zoals door Porath 
(1954) was beschreven. In een latere publikatie (1961) vermeldde de-
zelfde onderzoeker het gebruik van Sephadex G-75 bij de scheiding van 
de 'Y-crystallinen' van de andere lenseiwitten. 
Na aanvankelijk chromatografie over TE AE-cellulose met een z.g. ver-
korte elutieprocedure als voorscheiding te hebben gebruikt, verkozen 
we ten slotte de gelfiltratie over Sephadex G-75, resp. G-200 als groep-
scheiding. 
Toen wij in het begin 1963 met het onderzoek naar de mogelijkheden 
tot fractionering van lenseiwitten m.b.v. G-75, G-100 en G-200 begon-
nen, waren er nog geen publikaties verschenen over het gebruik van 
Sephadex bij de scheiding van lenseiwitten, op bovengenoemde publikatie 
vanBjörkna.Na een oriënterend onderzoek met G-75, G-100 en G-200 
werden bij G-200 de verschillende variabelen, zoals kolomlengten, dia-
meter en hoeveelheid op te brengen extract, onderzocht. Bovendien werd 
een onderzoek verricht naar de verschillen in chromatografisch ge-
drag van extracten van periferie, kern en totaallens. 
Verder zullen in dit hoofdstuk besproken worden de chromatografische 
patronen van extracten van resp. kalf, paard, varken, kip, kikker en 
sepia, en ten slotte zullen de resultaten besproken worden, die verkregen 
werden bij de bepaling van de moleculaire gewichten van fracties van 
de runder lens met behulp van Sephadex G-200. 
III.2. MATERIAAL EN METHODEN 
III.2.1. Materiaal 
Lensextracten van koe (cortex-, totaal- en kemextract), kalf (cortex), 
paard (cortex), varken (cortex), kip (totaal), kikker (totaal) en sepia 
(totaal) werden onderzocht. Voor de bereiding van deze extracten, zie 
hoofdstuk II.2.1. 
De gebruikte soorten Sephadex (Pharmacia A.B., Uppsala, Zweden) 
waren: 
G- 75; medium; 100-250 mesh; water regain 7,9 gram. 
G-100; 140-400 mesh; water regain 10 gram. 
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G-200; 140-400 mesh en 40-120 μ, water regain 20 + 2 gram. 
G-200; superfine, 10-40μ. 
Elutiebuffer voor alle Sephadexsoorten was 0,1 M Tris(hydroxymethyl)-
aminomethaan (TRIS)-HC1> pH 7,3 + 1 M NaCl. 
Aan deze buffer werd per liter nog toegevoegd 1ml van een 0,1 M EDTA-
oplossing, die met ammonia op pH 7,3 gebracht was. Deze toevoeging 
dient om eventuele sporen van zware metalen in de buffer en/of chro-
matografie-materiaal complex te binden. Zware metalen werken im­
mers sterk katalytisch bij de oxydatie van SH-groepen van eiwitten. 
De gebruikte kolommen hadden een inwendige diameter van 2,5 cm, 
resp. 4,5 cm, en een lengte van 105 cm; ze waren alle voorzien van 
een zeefplaatje porositeit 1 (Jena G-l). Vlak onder dit zeefplaatje 
mondden deze kolommen uit in een capillaire uitloop, om het z.g. dode 
volume zo klein mogelijk te maken en de kans op vermenging van de 
in de kolom gescheiden componenten zo gering mogelijk te houden. 
In een later stadium van het onderzoek werd gebruik gemaakt van de 
door Pharmacia in de handel gebrachte kolommen (2,5 χ 100 cm). Bij 
deze kolommen is het dode volume vrijwel nihil. 
III.2.2. G e l f i l t r a t i e 
Gedurende 48 uur lieten wij Sephadex G-75, G-100 en G-200 zwellen, 
enG^OO'superfine' 72uur,ineen overmaat water dat enige milliliters 
van de gebruikte buffer bevatte. Fijne deeltjes werden verwijderd door 
decanter en, gevolgd door opnieuw oproeren. Dit werd 4-5 maal herhaald, 
totdat de bovenstaande vloeistof helder was. 
Voor de bepaling van de moleculaire gewichten door middel van gel­
filtratie verdient het volgens Andrews (1964) aanbeveling het Sephadex-
materiaal een week te laten zwellen. Vervolgens werd de verdunde gel 
ontlucht m.b.v. een waterstraal-luchtpomp. Het gieten van de kolom­
men vindt op de volgende wijze plaats: 
De kolom wordt eerst zeer nauwkeurig verticaal geplaatsten geheel 
gevuld met ontluchte buffer. Op de kolom wordt een groot bolvormig 
reservoir geplaatst van 3 liter inhoud, dat voorzien is van een zijbuis 
met kraan. Om dit reservoir ook te gebruiken bij de Pharmacia-kolom-
men is een tussenstukje ontworpen, dat voorzien is van een conus waarin 
het slijpstuk van het reservoir past. 
Onder voortdurend roeren wordt de verdunde gelsuspensie in een keer 
in het reservoir gegoten. Men laat nu de gelkorrels sedimenteren, totdat 
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zich een gellaag van 3 cm op het zeefplaatje heeft gevormd, waarna de 
kraan voorzichtig geopend wordt. 
Een stijgende grens tussen gel en buffer is nu waar te nemen. Om sa­
menklontering van de gelkorrcls tegen te gaan, wordt de suspensie in 
het reservoi r voortdurend geroerd. Wanneer de gelkolom zich tot de 
gewenste hoogte gevormd heeft, wordt de overgebleven gelsuspensie 
via de zijbuis uit het reservoi r verwijderd. T e r stabil isering wordt de 
kolom gedurende een nacht met buffer doorstroomd bij 4 0 C . liet opper­
vlak van de gel wordt vervolgens horizontaal gemaakt door oproeren 
van de bovenste laag en weer laten bezinken, terwijl de buffer door­
stroomt. Een stukje f i l treerpapier (Whatman 3 MM) van prec ies de­
zelfde diameter als de kolom wordt voorzichtig op het geloppervlak 
gelegd (bij de kolommen van Pharmacia wordt i.p.v. een stukje f i l treer­
papier een ' sample applicator' gebruikt). Vlak voor het opbrengen van 
het eiwitmonster wordt de bovenstaande vloeistof afgepipetteerd en laat 
men de kolom bijna drooglopen. Men brengt nu de eiwitoplossing, m e e s ­
tal een 10% oplossing, met behulp van een pipet met omgebogen punt 
op de kolom. Een andere methode, waarbij men het monster als een 
laag onder de elutiebuffer brengt d.m.v. eendoor een motor aangedreven 
injectiespuit, bleek geen betere resultaten te geven en is wegens de 
omslachtigheid verlaten. 
Door de kraan onderaan de kolom te openen, laat men de oplossing in 
de kolom trekken. Vervolgens wordt nog met 3 χ 2 ml buffer nagespeeld. 
Na het inspoelen wordt de kolom verbonden met een bufferreservoir, 
dat voorzien i s van een z.g. Mariotte buis om een constante druk (van 
30-50 cm water) te handhaven. Het toevoeren van de elutiebuffer d.m.v. 
eendoseerpomp(b.v. Miniflow pump van LKB) moet s terk afgeraden 
worden wegens het dichtslibben van de kolom. 
De uitstromende vloeistof wordt door een Uvicord ' scanner ' (LKB P r o ­
dukten, Stockholm, Zweden) in een f ract ieverzamelaar geleid (Radirac 
LKB en Hösli, Zwitserland). Beide f ract ieverzamelaars werkten op 
ti jdbasis. Na extinctiemeting van de buizen bij 280 en 260 τημ werden de 
fracties op een geschikte manier verzameld en nadat het volumen met 
geijkte maatci l inders was gemeten, werden zij gedialyseerd tegen 0,001 
M ammoniumacetaat pH 7,0 tot zoutvrij en ten slotte drooggevroren. 
Bij de bepaling van de molecuulgewichten via de gelfiltratie wordt het 
volumen van de zich in de buizen bevindende vloeistof bepaald door de 
buizen voor en na de gelfiltratie te wegen. De gelfiltratie vond steeds 
plaats bij 0-4 o C. 
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III.2.3. E l e k t r o f o r e s e t e c h n i e k e n 
Agar-, immuno- en zetmeelgel-elektroforese van de drooggevroren 
fracties werd uitgevoerd zoals beschreven in hoofdstuk II. 
III.2.4. B e p a l i n g van de s u l f h y d r y l - g r o e p e n 
Bepaling van de SH-groepen geschiedde door titratie met para-hydro-
xymercuribenzoaat (Sigma Сотр., St. Louis) volgens Boyer (1954) in 
de modificatie volgens Sela, White en Anfinsen (1959). Bij deze metho­
de werd een PHMB-oplossing in stijgende hoeveelheden toegevoegd 
aan een serie buizen, die een constante hoeveelheid eiwitoplossing en 
buffer bevatten (0,1 M Natriumfosfaat, pH 6,8), en voldoende water tot 
een totaal van 3 ml. Na menging laat men de buizen gedurende een half 
uur bij kamertemperatuur staan. Daarna meet men de extinctie bij 255 
ηημ. Het equivalentiepunt is dat volumen van de toegevoegde PHMB-
oplossing, waarbij de helling van de lijn - optische dichtheid tegen vo­
lumen PHMB - scherp verandert. De hoeveelheid SH in molen wordt 
gegeven door: 
vol.PHMB χ conc.PHMB mol.gew.eiwit 
χ 
„ T T / , . . mol.gew.PI 1MB vol.eiwit χ conc.eiwit 
-SH/mol eiwit = b
 1 A r . — r— :— 100 - % watergehalte eiwit 
КЮ 
Wanneer het molecuulgewicht onbekend is, wordt de hoeveelheid SH 
gewoonlijk uitgedrukt in molen per 10^ gram anhydrisch eiwit. Om 
eventueel gemaskeerde SH-groepen te ontdekken, werd in een enkel 
geval de titratie ook uitgevoerd in 5 M guanidine-hydrochloride. 
III.2.5. B e p a l i n g van t y r o s i n e en t r y p t o f a a n 
Tyrosine en tryptofaanbepalingen werden uitgevoerd volgens de methode 
van Goodwin en Morton (1946). 
III.2.6. B e p a l i n g van de N - e i n d s t a n d i g e a m i n o z u r e n 
De N-eindstandige aminozuurgroepen werden bepaald volgens de 
FDNB-methode, zoals beschreven door Fraenkel-Conrat, Levy en Har-
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ris (1955). De hydrolyse van het DNP-eiwit werd uitgevoerd met 5,7 N 
HCl gedurende 8 uur bij 105oC. 
De gebruikte correctiefactoren waren die van Bloemendal (1957). 
III.3. RESULTATEN 
III.3.1. S c h e i d i n g op S e p h a d e x G - 7 5 , G - 1 0 0 en G - 2 0 0 
Het eerste wat wij hebben nagegaan, is de scheiding van de lenscortex-
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Figuur 8 
Scheiding van extract van de cortex van runderlens 
op resp, Sephadex G-75, G-100 en G-200 
Kolomdimensies: 2,5 cm χ 100 cm; 
liiwit: 1,2 gram drooggevroren extract in 11-13 ml verdunde elutiebuffer; 
Elutiesnelheid voor G-75, G-100 en G-200 resp. 4, 20 en 8 ml per uur; 
Temperatuur: 4 0 C. 
Voor verdere experimentele gegevens zie tekst. 
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extracten op de Sephadex-soorten G-75, G-100 en G-200. Het aantal 
eiwittoppen neemt in deze reeks toe (fig. 8). 
Bij G-75 zijn er 3 pieken met een aanduiding van een zekere opsplitsing 
in de hoofdpiek. De laatste fractie (fractie 3) verdwijnt bijna geheel wan­
neer het extract gedialyseerd wordt tegen gedestilleerd water, voordat 
het op de kolom wordt gebracht. Deze fractie geeft na isoleren en droog-
vriezen in de agar-elektroforese geen enkele met amidozwart kleurbare 
band. Hieruit menen wij te kunnen concluderen, dat deze fractie laag-
moleculaire verbindingen bevat, zoals nucleotiden (de extinctie bij 260 
Γημ ligt hoger dan die bij 280 ιημ), aminozuren, peptiden en zouten. De 
na dialyse nog waarneembare fractie kan toegeschreven worden aan 
nucleinezuren (Hoenders, 1965). 
De vorm van deze piek wijst er verder op dat een zekere scheiding in 
deze fractie tot stand is gebracht. Ook de U.V.-spectra van verschil­
lende delen van de fractie verschillen. Een nadere analyse van deze 
fractie kan o.i. beter gedaan worden met de nieuwste Sephadex-soorten 
G-10enG-15. 
Agar-elektrofor ese van gedeelten uit de hoofdtop toont aan, dat er een 
zekere scheiding heeft plaatsgevonden. Ook binnen de eerste top van 
de fractionering over G-100 blijkt een zekere scheiding aanwezig te 
zijn, maar nog niet voldoende om deze piek te splitsen, hetgeen wel het 
geval is bij G-200, waar het aantal eiwitpieken gestegen is tot 5 (A t/m 
E). De overige experimenten zijn steeds uitgevoerd met Sephadex G-200. 
Enkele experimenten zijn gedaan met Polyacrylamide als gelmateriaal, 
nl. Biogel-P-300. Dit gaf een slechtere scheiding, zodat deze methode 
verlaten werd. 
III.3.2. De i n v l o e d van e n k e l e v a r i a b e l e n op de s c h e i ­
d i n g 
De lengten van de gelkolommen waren resp. 22,5, 44,5 en 100 cm. De 
opgebrachte hoeveelheid eiwit was in de drie experimenten identiek, nl. 
400 mg opgelost in 4 ml buffer. Fig. 9 laat duidelijk de vergroting van 
het oplossend vermogen zien. 
Figuur 9 
Invloed van lengte van gelkolom op de scheiding 
Eiwit: 0,4 gram cortex-extract in 4 ml verdunde clutiebuffer; 
Temperatuur: 4 0 C. 
Agar-enimmuno-elektroforetisch onderzoek van fracties uit verschil­
lende delen van de 2 hoofdtoppen van de 22,5 en 44,5 cm-kolom duidden 
22^5X2,5 Cm 
280 
260 
200 ml. 
44,5X2,5 Cm 
nul. 
2,0 
0,0 
С 
— ι 1 1 1 
100,0X2,5 c m 
200 400 600 ml. 
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op een betere scheiding binnen deze toppen dan door het elutiepatroon 
wordt weergegeven. 
Geen effect op de resolutie werd waargenomen wanneer, i.p.v. de ge-
bruikelijke 1,2 gram, 0,4 gram extract op een kolom met een diameter 
van 2,5 cm werd opgebracht. Ook enige invloed van de diameter van de 
kolom op de resolutie werd niet waargenomen. 
Bij de brede kolommen (4,5 cm) bleek het mogelijk, bij vrijwel gelijk 
blijvende resolutie, 8 gram lensextract op te brengen. 
Enkele experimenten, waarbij i.p.v. 0,1 M Tris-HCl buffer + 1 M NaCl 
een 0,1 M ammoniumacetaat-buffer pH 7,3 als elutiebuffer werd ge-
bruikt, gaven een slechtere scheiding als resultaat. 
Dezelfde invloed van de ionensterkte op het scheidingspatroon werd 
ook door Flodin (1962) waargenomen bij gelfiltratie op G-200 van se-
rumeiwitten. 
Uit de experimenten van Flodin bleek verder, dat de grootte van de 
Sephadex-deeltjes een sterke invloed heeft op de scheiding. Dit werd 
ook bij lenseiwitten waargenomen toen wij de beschikking kregen over 
Sephadex G-200'superfine'. Deze zeer fijne korrelvorm werd speciaal 
gemaakt voor dunnelaag-chromatografie, maar kan ook gebruikt wor-
den voor kolomchromatografie. Fig. 15 toont de verhoogde resolutie 
bij gebruik van dit materiaal. 
Vooral de scheiding tussen fractie 3 en fractie 4 en tussen fractie 4 en 
fractie 5 is meer merkbaar en ook top 5 vertoont een duidelijke op-
splitsing. 
Twee grote nadelen kleven aan het gebruik van dit materiaal als kolom-
vulling, nl. ten eerste: de zeer lage uitstroomsnelheid (1 ml/uur) ver-
lengt aanzienlijk de duur van een scheidingsexperiment (tot 3 weken), 
en ten tweede: door de zeer fijne korrel slibt de kolom snel dicht, zodat 
erop een kolom slechts twee experimenten uitgevoerd kunnen worden, 
waarna men de kolom moet leeggieten en, na decantatie en spoelen, op-
nieuw vullen. 
Alleen bij het vergelijkend onderzoek van de lensextracten van ver-
schillende dieren werd gebruik gemaakt van deze Sephadex-soort, om-
dat hierbij het verkrijgen van een zo groot mogelijke scheiding voorop 
stond. Bij de preparatieve fractionering van de lensextracten werd 
steeds de normale G-200 gebruikt. 
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III.3.3. R e f i l t r a t i e 
Tot refiltratie van de verschillende fracties uit de fractionering over 
SephadexG-200 zijn wij om een drietal redenen overgegaan. De clutie-
curven van de fracties zijn allesbehalve symmetrisch en duiden op de 
aanwezigheid van meer componenten. Het leek ons aantrekkelijk om te 
proberen d.m.v. refiltratie van elke fractie apart tot een betere schei­
ding te komen. 
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Figuur 10 
Refiltratie van de fracties A t/m E uit de gelfiltratie van 1,2 gram cortex-extract 
op Sephadex G-200 
Dimensies van de kolom, zie Fig.8. 
Fracties werden na dialyse en droogvriezen in 11-14 ml verdunde buffer op de 
kolom gebracht. 
Elutiesnelheid: 5-6 ml per uur. Temperatuur 4 0 C. 
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Refiltratie wordt ook toegepast om los-gebonden complexen van twee 
of meer eiwitten te scheiden in de onderscheiden componenten. Zo ge-
lukte het Cruft (1961) histonen, die in een piek uit de kolom (G-75) 
kwamen, na refiltratie te scheiden in twee fracties, en Bennich (1962) 
gelukte hetzelfde bij caseine en hij verkreeg na refiltratie zuiver a-
en ß-caseihe. 
Als derde reden voor het toepassen van refiltratie dient de mogelijkheid 
om na te gaan of er tijdens de bewerkingen geen veranderingen in de 
configuratie zijn opgetreden of dat de oorspronkelijke scheiding slechts 
artificieel was. 
Daartoe werden de elutie-volumina (d.i. het volume waarbij de top 
van de piek uit de kolom komt) bepaald door de oorspronkelijke fracties 
en van de fracties na refiltratie. 
De resultaten van de refiltratie zijn weergegeven in Fig. 10. De plaats 
van de hoofdtoppen is ongeveer gelijk aan die van de oorspronkelijke 
fracties. De middens van de voorpieken van de fracties В en E bevinden 
zich echter op een heel andere plaats. Deze voorpieken zijn wat betreft 
E een gevolg van gedeeltelijke samenvalling met fractie D. 
De fracties na refiltratie werden in een aantal - in de figuur aangege­
ven - subfracties verdeeld, die na dialyse en droogvriezen, agar- en 
immuno-elektroforetisch werden onderzocht. 
III.3.4. K a r a k t e r i s e r i n g van de f r a c t i e s 
III.3.4.1. Agar- en immuno-elektroforese 
Figuur 11 geeft de agar- en immuno-elektroforesepatronen van de 
verschillende fracties en subfracties, verkregen door gelfiltratie over 
Sephadex G-200 van lenscortex-extract van runderen. 
Fractie A omvat de a-crystallinen, verontreinigd met een spoor ß-
crystalline. Refiltratie doet deze verontreiniging verdwijnen, gezien 
de resultaten van de agar- en immuno-elektroforese van de subfracties 
Ai, A2, A3, A4 en A5. Een verschil in relatieve mobiliteiten van de 
a-crystallinen uit deze deelfracties van de top werd niet waargenomen, 
zodat gesteld kan worden, dat gelfiltratic over G-200 geen uitsluitsel 
geeft over het bestaan van meer a-crystallinen in tegenstelling tot 
chromatografie over TEAE (of DEAH)-cellulose (zie hoofdstuk IV). 
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Figuur 11 
Agar- en immuno-elektroforese van de subfracties, 
verkregen bij re filtratie (zie Fig. 10) van fracties A t/m E op Sephadex G-200 
Barbituraat buffer; pH 8,6; 0.05μ. 
6 V/cm. Tijdsduur: agar-elektroforese 240 min; immuno-elektroforese 100 min. 
Konijnen-antiserum tegen extract van lenscortex in de gootjes. 
Rel. mob.: relatieve mobiliteit, uitgedrukt in procenten van de mobiliteit van men­
selijk serumalbumine. 
De fracties В, С en D omvatten het ß-crystallinengebied. Dit wijst erop, 
dat de ß-crystallinen niet alleen elektroforetisch (zie hoofdstuk II) en 
chromatografisch, maar ook qua moleculaire grootte dispers zijn. 
Daar de ß-crystallinen vrij veel SH-groepen bevatten, zou het denkbaar 
zijn, dat aggregatie door vorming van S-S bruggen hieraan ten grond-
slag ligt. 
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Er werd echter geen verschil in het gelfiltratiepatroon ontdekt wanneer 
2-mercapto-ethanol aan de eluti ebuffer werd toegevoegd. Ook na reduc-
tie met 2-mercapto-ethanol, gevolgd door een alkylering met jood-
aceetamide van het lensextract, werd een identiek elutiepatroon ve rk re -
gen. Hieruit valt afte leiden, dat aggregatie door S-S-brugvorming niet 
de oorzaak is van de moleculaire dispersi tei t van de 3-crystallinen. 
De subfracties B i , B 2 e n B3 vertonen in de densitogrammen een hoofd-
top met relat ieve mobiliteiten van 46-48. Daarnaast zijn enige schou-
dert jes waar te nemen, zoals bij B2 met een r e l . mob. van 27 en bij 
B3 met een relatieve mobiliteit van 60. 
De hoofdtop van fractie Ci heeft een hogere mobiliteit, nl . 53, dan die 
van de fracties B; daarentegen heeft de hoofdtop van fractie D een lagere 
mobiliteit, n l . 44. 
Waarschijnlijk moeten de toppen in de densitogrammen opgevat worden 
als resul tantes van een aantal elektroforetische subfracties, en kunnen 
de gevonden verschillen in relat ieve mobiliteiten van de toppen herleid 
worden tot een verschuiving in de quantiteit van de subfracties, die als 
het ware deze toppen samenstellen. Ook uit de immuno-elektrofero-
grammen blijkt deze geringe verschuiving in relat ieve mobiliteiten, 
wanneer men de dieptepunten van de hoofdlijn ( ß i - ß 2 - ß 3 ) v a n de ver-
schillende fracties beschouwt. 
De extra lijnen die wij naast de hoofdband vinden, corresponderen met 
die componenten, welke in de densitogrammen de schoudertjes geven. 
Frac t ie E bevat een component met een re l . mob. van 102 (p r e - a - c ry s -
tallinen), enkele ß-crystall inen, de hoofdcomponent met een relat ieve 
mobiliteit van 30-32 ( ß s -crysta l l ine) en verder de Y-crystallinen met 
mobiliteiten van r e sp . 24, 18 en 15. 
De subfractie Ei bevat veel ρ-crystalline, waarschijnlijk verontreini­
ging van de oorspronkelijke fractie E t.g.v. gedeeltelijk samenvallen 
met de fractie D. Dit is bij gelfiltratie over G-75 veel kleiner. 
Elektroforetische analyse van verschillende delen van fractie E toonde 
aan, dat de kwantitatieve verdeling van de elektroforetische componen­
ten over deze fractie niet gelijk was. Zo bevatte het voorste deel van 
dee iwi tp iekhetpre-a-crys ta l l ine ,de ß-crystallinen en Y2-crystalline, 
terwijl het achters te deel vooral Y i - en 'Y3-crystalline bevatte. 
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Immuno-elektroforese van fractie E^ toonde minimaal 8 precipitatie-
lijnen aan, met als voornaamste de ß l -02- P3-liJn e n verder de pi-
li jn, de YiA-Y 3A-lijn en de ßs-lijn. 
Fractie E2 gaf minimaal 6 lijnen, waarvan wij konden identificeren de 
YIA-Y3A-lijn, de Y2A-liJn. d e ßs-liJn e n d e Pl-Hjn. Een tweetal lij-
nen rondom het opbrengreservoir kunnen wij niet met zekerheid iden-
tificeren. Mogelijk zijn het sporen van de ß i - ß2- ßß-lijn. 
III.3.4.2. Enkele chemische karakteristieken 
In tabel 4 zijn de resultaten verwerkt van de bepalingen van resp. het 
tyrosine- en tryptofaangehalte, het aantal SH-groepen, en de bepaling 
van de N-eindstandige aminozuren van de fracties A t/m E uit de gel-
filtratie over Sephadex G-200. Hoewel wij ons ervan bewust zijn dat 
deze eiwitfracties, met uitzondering van fractie A, uit meer compo-
nenten bestaan, menen wij toch deze parameters te moeten vermelden, 
omdat zij ons enig inzicht kunnen geven in de verschillen (en overeen-
komsten) tussen de fracties. 
T a b e l 4 
Enkele chemische karakteristieken * van de fracties A t/m E 
uit de gelfiltratie over Sephadex G-200 van cortexextract van runderlens 
F r a c -
t ies 
A 
В 
С 
D 
E 
tyr 
g% 
4,06 
5,57 
5,34 
5,41 
6,48 
t ry 
g% 
1,07 
4,42 
4,23 
4,00 
3,02 
tyr/ 
t ry 
4,17 
1,42 
1,43 
1,53 
2,43 
-SH per 
1 0 5 g 
eiwit 
(anhydr.) 
1,93 
4,53^ 
12,7 
13,1 
11,4 
15,1 
N-eindstandige aminozuren inmolen 
per 10 5 g DNP-eiwit 
glu 
0,17 
0,87 
0,86 
0,97 
2,51 
s e r 
0,12 
0,25 
0,22 
0,12 
0,17 
giy 
0,06 
0,20 
0,25 
0,08 
1,08 
ala 
0,02 
0,12 
0,14 
0,11 
0,03 
thr 
0,04 
0,11 
0,12 
0,08 
0,05 
sporen 
v a l g a l a 
t ry 
try 
di-lys 
cys 
* voor de gebruikte methoden zie onder III.2. 
ζ titratie uitgevoerd in aanwezigheid van 5 M guanidine-HCl. 
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Zoals Hoenders (1965) terecht opmerkte, kan een eiwitzuivering aan 
de hand van een of m e e r van zulke p a r a m e t e r s (deze onderzoeker had 
vooral de tyrosine/tryptofaan-bepaling op het oog) vervolgd worden. 
De resultaten uit de tyrosine/tryptofaan-bepaling tonen aan, dat fractie 
A en fractie E s terk afwijken van de fracties В, С en D, die op hun beurt 
een vrij grote overeenkomst vertonen. 
Deze overeenkomst in chemisch opzicht vinden wij ook terug in het 
aantal SH-groepen. Fract ie В en С hebben vrijwel dezelfde hoeveelheid 
SH-groepen per 100.000 gram, terwijl fractie D een iets geringere hoe­
veelheid bezit. Fract ie E heeft het grootste aantal SH-groepen van de 
lenseiwitten, fractie A daarentegen het kleinste aantal. 
Wat betreft de N-eindstandige aminozuren kunnen de volgende opmer­
kingen gemaakt worden: 
1. Bij iedere fractie werd glutaminezuur als voornaamste N-eindstandig 
aminozuur gevonden, m a a r e r zijn duidelijke kwantitatieve verschi l­
len. 
2. Fract ie A heeft weinig, fractie E daarentegen kwantitatief veel eind-
groepen per 10^ g DNP-eiwit. 
3. Fract ie В en С bevatten dezelfde eindgroepen in bijna identieke hoe­
veelheden, terwijl fractie D, vooral wat betreft de eindgroepen die 
in geringere hoeveelheid voorkomen, een weinig afwijkt van В en C. 
4. Opmerkelijk i s de grote hoeveelheid glycine bij fractie E. Conclu­
derend kan gezegd worden dat in chemische opzicht fractie A en E 
duidelijk afwijken van fractie В, С en D. Fract ie В en С vertonen grote 
overeenkomsten, terwijl D van genoemde fracties iets afwijkt. 
III.3.5. V e r s c h i l t u s s e n e x t r a c t e n v a n k e r n e n c o r t e x 
v a n r u n d e r l e n z e n 
Tot nu toe is steeds gesproken over de gelfiltratie van extracten van 
de lenscortex. 
Er zijn ook experimenten verricht met extracten van gehele runderlen­
zen en met extracten van lenskernen. De ooglens kan i m m e r s worden 
verdeeld in een zachter perifeer gedeelte (cortex of peri fer ie genaamd), 
bestaande uit jongere kemhoudende vezels, en een harder, centraal 
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gedeelte (de nucleus of kern), bestaande uit oudere kemloze cellen. In 
dit opzicht is de lens uniek onder de weefsels, nl. dat de oudere cellen 
niet worden afgestoten maar binnen het centrum worden samengeperst, 
als de groei voortschrijdt. 
Ter vergelijking van de chromatografische patronen zijn de proefom-
standigheden zoveel mogelijk gelijk gehouden (fig. 12). De verschillen 
inde chromatografische patronen springen het sterkst in het oog wan­
neer de diagrammen van cortex en kern vergeleken worden. Het beeld, 
dat totaal-lensextract geeft, kan opgebouwd worden uit een combinatie 
van de diagrammen van kern en cortex. 
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Figuur 12 
Gelfiltratie van resp. totaal-, cortex- en kemextract van runderlens 
1, 2, 3 etc. duiden de subfracties aan, die agar- en immuno-elektroforetisch wer­
den onderzocht. 
Experimentele gegevens: zie onderschrift Fig.8 en tekst. 
De verschillen tussen de diagrammen van cortex en kern zijn: 
1. een slechtere scheiding tussen de Ie en de 2e piek bij de kern; 
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2. een grote tweede piek; 
3. de pieken 3 en 4 zijn bij de kern nagenoeg verdwenen; 
4. een veel grotere 5e piek; 
5. de laatste piek is bij de kern vrijwel verdwenen. 
Bij het chromatogram van totaal-lensextract zien wij ook deze rela-
tieve vergroting van piek 2 t.o.v. 3 en 4. 
Vervolgens zijn de oppervlakten onder de verschillende pieken plani-
metrisch bepaald en met behulp van de EÌIL waarden van de frac-
ZoO 
ties, behorende bij deze toppen, die wij op hun beurt bepaald hebben 
uit de extincties en drooggewichten, zijn de planimetrische waarden 
omgezet in gewichtshoeveelheden, en deze weer in gewichtspercentages. 
De 6e piek die de laagmoleculaire verbindingen omvat, is niet in de 
berekening opgenomen. De verkregen waarden zijn in tabel 5 vermeld. 
T a b e l 5 
Relatieve hoeveelheden van de pieken 1 t /m 5 uit de gelfiltratie 
van resp. totaal-, cortex- en kemextract, 
gecorrigeerd voor verschillen in Ε^ Λ> waarden 
Fvrrart 
totaal 
cortex 
nucleus 
- • 
ιψ 
E 0 „ _ waarden van de pieken ¿o\J 
1 
9.5 
9,4 
10,1 
2 
22,3 
20,5 
22,8 
3 
20,3 
24,2 
4 
19,5 
18,1 
19,2 
5 
17,5 
16,0 
21,0 
Relatieve hoeveelheden 
van de pieken 
1 
42,7 
42,2 
2 
21,8 
17,3 
3 
12,0 
10,6 
4 
12,8 
20,1 
36,6 ! 25,2 9,8 
1 
5 
10,7 
9,8 
28,4 
Uit deze cijfers kunnen weer dezelfde verschillen afgeleid worden als 
reeds bij de diagrammen besproken werden. Uit de agar- en immuno-
elektroforetische analyse (Fig. 13A, В en Fig. 14) van de fracties, be­
horende bij deze pieken, blijkt dat de Ie piek bij de kern naast a-crys-
tallinen voor 1/3 deel uit ß-crystallinen bestaat en dat piek 2, 3 en 4 
uit ß-crystallinen en piek 5 voornamelijk uit de γ-crystallinen bestaat. 
Verder komen de gevonden percentages voor de verschillende eiwitcom­
ponenten redelijk overeen met de waarden, bepaald uit zone-elektrofo-
rese experimenten. 
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nucleus eitract 
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Figuur 13 A, В 
Agar-elektrafore se van de subfracties (Fig.12) 
verkregen bij gelfiltratie van totaal- en kernextract 
Voor experimentele gegevens, zie onderschrift bij Fig.ll. 
Nog een andere conclusie kan uit deze cijfers getrokken worden en wel 
die aangaande de p-crystallinen. 
Wanneer de percentages voor de ß-crystallinen van de cortex, ve r -
deeld over de pieken 2, 3 en 4 worden opgeteld, dan komen wij aan een 
waarde van 48%. Wanneer wij ditzelfde doen voor de p-crystallinen uit 
de kern, daarbij bedenkend dat in piek 1 voor ongeveer 12% ß-crysta l -
linen zit, dan komen wij aan de waarde 47%. 
De totale hoeveelheid ß-crystallinen is dus in de extracten van de cor -
tex en de kern gelijk, maar het ß-crystall ine uit het kemext rac t bevindt 
zich mee r in de eers te pieken dan het ß-crystal l ine uit het cortex-
extract . 
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totaal lens cortex nucleus 
Figuur 14 
Immuno-elektroforese van de subfracties (zie Fig.12) 
van resp. totaal-, cortex- en kemextract 
t = cortex-extract 
Een ander verschilpunt met de waarnemingen bij lenscortex i s , dat in 
de laagmoleculaire fractie (6,7) relatief m e e r γ-crystal l inen gevonden 
worden bij de kern dan in de overeenkomstige fractie van de lenscortex. 
III.3.6. G e l f i l t r a t i e v a n l e n s e x t r a c t e n v a n k a l f , p a a r d , 
v a r k e n , k i p , k i k k e r en s e p i a 
Nadat de verdeling naar moleculaire grootte van de eiwitten van run-
derlenzen was onderzocht en verschil len waren gevonden tussen de 
extracten van de cortex en het kerngedeelte van deze lenzen, kwam de 
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vraag naar voren, of e r ook verschillen (of overeenkomsten) in de ve r -
deling naar moleculaire grootte zijn waar te nemen tussen lenseiwitten 
van verschillende diersoorten. 
Bij dit onderzoek werd tevens de sepia betrokken als vertegenwoordiger 
van de hoger ontwikkelde evertebraten, gezien de reeds gevonden ver -
schillen met de vertebraten in elektroforetische en immunologische 
eigenschappen. Bovendien was het wenselijk te onderzoeken of het mo-
gelijk was door middel van gelfiltratie de a-crystall inen van deze 
dieren te isoleren. Om een zo groot mogelijke scheiding te krijgen, werd 
als kolommateriaal G-200 'superfine' gebruikt. 
De hoeveelheid opgebracht, drooggevroren extract (1,2 g), de elutie-
buffer (0,1 M T r i s + 1 M NaCl) en de diameter van de kolommen (2,5 
cm, Pharmacia , Uppsala) waren in alle gevallen identiek. De hoogte van 
de gelkolommen var ieerde evenwel van 88-98 cm (door krimpen van 
de gel) en dienovereenkomstig de elutie snelheid van 1-8 ml /uur . 
Deze vermindering van de hoogte van de gelkolommen heeft een ver la-
ging van de elutievolumina van de toppen tot gevolg. Om nu toch de elu-
tiepatronen met elkaar te kunnen vergelijken, werden de z.g. ongecor-
r igeerde distributiecoëfficiënten K^1 van de diverse toppen berekend. 
(Laurent en Killiander (1964) gebruikten een andere benaming voor 
deze coëfficiënt, nl . K a v , de door hen gegeven afleiding van vergel i j -
king (2) is enigszins anders.) 
Deze paramete r is nl. onafhankelijk van de dimensies van de gelko-
lommen. Volgens de theorie van de gelfiltratie (brochure 'Sephadex in 
gelfiltration', Pharmacia, Uppsala), is de distributiecoëfficiënt: 
Ve - V0 1 + W r 
Kd = Vt - V0 X W r · d ( 1 ) 
waarbij 
V e = elutievolumen van de desbetreffende component, 
V0 = void volumen, d.i. het elutievolumen van de component die wegens 
zijn grootte niet in de gelporiën kan binnendringen, 
Vt = totale gelkolom volumen; voor de gebruikte Pharmacia-kolom i s 
dit 5,1 cm3/cm gelbed hoogte, 
W r = water regain, d.i. hoeveelheid water in grammen dat pe r g ram 
droge gel wordt gebonden, 
d = dichtheid van de gezwollen Sephadex-korrels . 
1 + Wr Nu is de factor -^—-p voor een bepaalde gelsoort een constante, С, die 
voor normale G-200 1,03 i s . 
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Voor Sephadex G-200 superfine is deze constante echter niet bekend. 
Wij kunnen dus de vergelijking (1) ook schrijven als: 
Kd _ Ve-Vp 
^ - с - Vt - v 0 •
 ( 2 ) 
Voorde verschillende toppen in de elutiepatronen van de diverse lens-
extracten werd deze K '^ berekend, waarbij het elutievolumen van de 
eerste top (a-crystalline) als het void volumen werd aangenomen. 
In fig. 15 t/m 21 zijn de elutiepatronen weergegeven en in tabel 6 de 
Kd'-waarden van de onderscheidbare toppen. 
Zes pieken kunnen onderscheiden worden in de elutiepatronen van de 
lensextracten van de vertebraten, verdeeld over het gehele patroon. 
Deze fracties werden aangeduid resp. met A, B, C, D, E en F. De bij 
de toppen behorende Kd'-waarden komen voor de verschillende lens­
extracten in het algemeen vrij goed overeen, al zijn er enkele enigs­
zins afwijkende waarden (fr. В bij kikker, fr. E. bij de kip). 
De hoge Kd'-waarde van fractie F wijst erop, dat deze fractie, evenals 
bij runderlensextract werd waargenomen, laagmoleculaire, niet-eiwit-
achtige stoffen bevat. Dit werd nog eens bevestigd door het gedrag van 
deze fractie in de agar-elektroforese. Geen enkele eiwitband werd 
waargenomen. 
De relatieve hoeveelheden van de 5 eiwitfracties (A t/m E) van de ver­
schillende elutiepatronen werden bepaald door planimetrie van de op­
pervlakten onder deze toppen. De waarden zijn vermeld in tabel 6. Hier­
in blijken de diverse lensextracten van elkaar te verschillen. 
Kippelensextract blijkt een zeer kleine hoeveelheid fractie A te bevat­
ten vergeleken met de andere vertebraten, daarentegen een grote hoe­
veelheid fractie B. Opvallend is verder de grote hoeveelheid van fractie 
D bij het paard en de zeer grote hoeveelheid van de laagmoleculaire 
fractie E bij de kikker (bijna 50%), terwijl deze laatste fractie bij paard 
en kip zeer gering is. 
De fracties At/m E van elk lensextract werden agar- en immuno-elek-
troforetisch onderzocht. Van enkel pieken werden ook deelfracties, be­
vattend de voor- en achterzijde van de piek, onderzocht, en in enkele 
gevallen het gebied tussen de toppen in. De onderzochte fracties en de 
verdeling van de fracties over de 5 pieken zijn in fig. 15 t/m 21 aan-
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geduid met cijfers. De resultaten van de agar-elektroforese van deze 
fracties zijn tevens in fig. 15 t/m 21 aangegeven. 
De verdeling van de elektroforetisch onderscheidbare componenten 
over de fracties A t/m D komt bij kalf, varken en paard in grote trek­
ken overeen met hetgeen werd gevonden bij runderlensextracten. 
Fractie A bevat het α-crystalline complex. Immuno-elektroforetisch 
zijn er in deze fractie slechts sporen ß-crystalline aantoonbaar, agar-
elektroforetisch echter niet. Fractie В, С en D bevatten voornamelijk 
de componenten uit het 3-crystallinegebied. Fractie В van het varken 
bevat ook nog een snelle component met een relatieve mobiliteit van 87. 
Fractie E bevat de elektroforetisch langzame componenten en de pre-
α-crystallinen. Het elektroforese-patroon van deze fractie verschilt 
van dier tot dier. 
T a b e l 6 
Extract 
koe 
kalf 
paard 
varken 
kip 
kikker 
Kjj' van fracties 
А 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
в 
0,10 
0,09 
0,13 
0,10 
0,12 
0,07 
С 
0,27 
0,25 
0,25 
0,24 
0,25 
0,23 
D 
0.39 
0,35 
0,43 
0,38 
0,42 
0,40 
E 
0,61 
0,62 
0,62 
0,64 
0,57 
0,61 
F 
0,98 
0,92 
0,96 
0,92 
0,93 
0,92 
Percentage van eiwit-fracties 
A 
% 
28,5 
11,8 
26,5 
19,0 
7,0 
15,6 
В 
% 
20,8 
37,4 
13,8 
34,9 
41,7 
4,5 
С 
% 
20,7 
13,2 
19,0 
13,1 
22,8 
20,8 
D 
% 
17,3 
17,1 
37,3 
18,0 
26,4 
10,5 
E 
% 
12,6 
20,5 
3.7 
15,1 
3,5 
48,6 
Terwijl bij de koe en het varken ßs-crystalline de hoofdcomponent van 
deze fractie is, zijn het bij het kalf juist de γ-crystallinen. Bij het 
paard daarentegen bevinden zich in deze fractie bijna geen γ-crystal­
linen, maar een component met een relatieve mobiliteit van 43 is het 
hoofdbestanddeel van deze fractie. 
Kenmerkend voor het paard is verderbet voorkomen van een component 
met een relatieve mobiliteit kleiner dan het a-crystalline, maar die zich 
immuno-elektroforetisch gedraagt als het PI of pre-a-cry stalline. 
Karakteristiek voor het paard is ook het voorkomen in fractie E van 
een component met een negatieve relatieve mobiliteit, nl. -7. Dit, waar­
schijnlijk basische eiwit, werd niet waargenomen bij koe, kalf of varken. 
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Figuur 15 t/m 21 
Scheiding vanlensextracten vanresp. rund, kalf, paard, varken, kip, kikker en sepia 
op Sephadex G-200 'superfine' 
Kolomdimensies: 2,5 cm χ (88-95) cm. 
Elutiesnelheid: 1-8 ml per uur; 1,2 gram drooggevroren extract, opgelost in 11-13 
ml verdunde elutiebuffer. Voor verdere gegevens zie tekst. • 
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Ух 
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ІЛІ 
А, В, С, D, E en F duiden de hoofdfracties aan. 
De verticale lijnen bakenen de hoofdfracties af. 
1, 2, 3 etc. duiden de subfracties aan die elcktroforetisch werden onderzocht. 
In de inzet densitogrammen uit de agar-elektroforese van de subfracties. 
'280 .. Ь 260 
73 
Fractie A uit de elutiediagrammen van kippe- en kikkerlensextracten be­
vat α-crystallinemetwat andere lenseiwitten. De hoeveelheid 'veront­
reiniging' bedraagt bij de kip slechts enkele percenten, terwijl deze bij 
de kikker groter is. Bij de kip komt in fractie В de z.g. F.I.S.C. com­
ponent voor. Kenmerkend is ook het voorkomen in fractie D van een 
eiwit met een relatieve mobiliteit ongeveer gelijk aan die van a- crystal­
line (relatieve mobiliteit 70-74). 
De γ-crystallinen (relatieve mobiliteit 20, 11 en 1) komen in fractie E 
voor. De hoofdcomponent van deze fractie is echter een eiwit met een 
relatieve mobiliteit van 48. Pre- a-crystallinen werden niet waarge­
nomen. 
Fractie В en С van de kikker bevatten eiwitten, die qua relatieve mobi­
liteit en immuno-elektroforescpatroon overeenkomen met de ß-crystal-
linen van de koe. De tussenfractie D-Ε bevat naast de hoofdcomponent 
met een relatieve mobiliteit van 30 een zeer snelle component met een 
relatieve mobiliteit van 120. 
Het densitogram van fractie E bevat 5 toppen. Immuno-elektroforetisch 
werd met antiserum tegen runderlensextract slechts een lange band 
gevonden. Deze langzame componenten zijn dus waarschijnlijk immuno­
logisch sterk aan elkaar verwant. 
I Iet elutiepatroon van sepia wijkt radicaal af van dat van de vertebraten. 
Slechts 2 pieken werden gevonden. De laatste fractie (B) komt wat plaats 
betreft overeen met fractie F van de vertebraten. Deze fractie bevat 
geen eiwitten, maar laagmoleculaire, dialyseerbare verbindingen. De 
LLV.-spectra van drie deelfracties van fractie В vertoonden alle een 
maximum bij 270 πημ en een minimum bij 238 ιημ, terwijl de overeen­
komstige fracties van runderlens maxima bij 255-264 πιμ1 en minima 
bij 231-244 πιμ gaven. 
De eerste piek van het elutiepatroon is asymmetrisch van voorkomen. 
Лап de voorzijde van de piek bevindt zich een schouder. Bij gelfiltratie 
van een 2% oplossing over de moleculaire gewichtskolom (III.3.7.) wer­
den 2 toppen verkregen. Uit de elutie volumina en met behulp van fig. 
22 werden de waarden 60.000 en 40.000 berekend voor de molecuulge­
wichten van deze twee fracties. 
De drie subfracties van piek A gaven in de agar-elektroforese een uit­
gesmeerd patroon. De relatieve mobiliteit van de toppen in de densito-
grammen verschilden. 
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Ш.З.7. S c h a t t i n g van m o l e c u l a i r e g e w i c h t e n m e t b e ­
h u l p van g e l f i l t r a t i e o v e r S e p h a d e x G-200 
In tabel 7 zijn de elutievolumina en de molecuulgewichten van de ei­
witten opgegeven, die gebruikt werden om de kolom te ijken. 
Blue dextran, een hoogmoleculaire, gekleurde dextran, werd gebruikt 
om het z.g. void volumen van de kolom te bepalen. 
De eiwitten werden in verschillende combinaties gebruikt; drie of vier 
eiwitten tegelijk. 
De elutievolumina van de duplo-experimenten verschilden slechts wei­
nig. Grafisch werden de elutievolumina uitgezet tegen de logaritmen 
van de moleculaire gewichten (Andrews, 1964). Met behulp van de me­
thode der kleinste kwadraten werd de regressielijn bepaald. Zoals in 
fig. 22 te zien is, liggen de gevonden punten dichtbij of op de rechte 
lijn. 
T a b e l 7 
Eiwitten, 
die gebruikt werden voor de ijking van de gelfiltratie (G-200) kolom 
Nr 
1 
2 
3 
4 
Eiwit 
Blue dextran 
IgG-globuline 
IgG-globuline 
Aldolase 
5 Runderserumalbumine 
6 Menselijk serumalbumine 
7 
8 
9 
10 
11 
Ovalbumine 
Ovalbumine 
Trypsine-inhibitor 
Cytochroom-C 
Cytochroom-C 
Ve 
ml 
155 
261 
260 
266 
322 
323 
352 
347 
398 
417 
417 
Moleculair 
gewicht 
2.000.000 
169.000 
169.000 
149.000 
70.000 
70.000 
45.000 
45.000 
21.500 
13.200 
13.200 
Referentie 
Pharmacia 
Boguth et al. (1965) 
Boguth et al. (1965) 
Taylor and Lowry (1956) 
Leach and O'Shea (1965) 
Leach and O'Shea (1965) 
Leach and O'Shea (1965) 
Leach and O'Shea (1965) 
Andrews (1964) 
Leach and O'Shea (1965) 
Leach and O'Shea (1965) 
Extrapolatie van de lijn tot het void volumen (155 ml) wijst erop, dat ei­
witten met een molecuulgewicht groter dan 960.000 zijn uitgesloten van 
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degelporiën. Waarschijnlijk is deze waarde nog aan de lage kant, omdat 
uit experimenten van Andrews (1964) met Sephadex G-75 en G-100 ge-
bleken is, dat bij de hogere moleculaire gewichten de curve gaat afwij-
ken van de rechte lijn. 
elutie volume 
ml. 
500 . 
400 . 
300 . 
200 
150 
100 
4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5 
log mol gewiehl 
Figuur 22 
Elutievolumina van de in tabel 7 vermelde eiwitten, 
uitgezet tegen logaritmen van de moleculaire gewichten 
1, 2, 3 etc. duiden de eiwitten die in tabel 7 zijn vermeld. 
Kolomdimensies: 2,5 cm χ 94,5 cm. 
De aangegeven lijn is de door middel van de methode der kleinste kwadraten be­
paalde regressielijn. 
In tabel 8 zijn de elutievolumina vermeld van de fracties A t/m E. Deze 
fracties zijn met uitzondering van fractie A, die tweemaal gechroma­
tografeerd is, slechts eenmaal gechromatografeerd over Sephadex 
G-200 (zie fig. 8). Fractie А, С en D gaven steeds een enkelvoudige 
top. Van fractie В zijn de elutievolumina van de hoofdtop in de tabel 
vermeld. 
Van fractie E zijn de gegevens vermeld van de twee onvolledig geschei­
den toppen. Uit de elutievolumina en met behulp van fig. 22 zijn de bij­
behorende moleculaire gewichten berekend. 
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T a b e l 8 
Molecuulgewichten, bepaald door gelfiltratie over Sephadex G-200, 
van de fracties A t/m E uit de gelfiltratie van lenscortex-extract 
van rund 
F r a c t i e s 
A 
В 
С 
D 
El 
E2 
Opgebrachte 
hoeveelheid 
in mg 
21,5 
10,5 
100,0 
50,0 
20,4 
11,0 
10,9 
5,2 
2,9 
0,6 
43,4 
20,4 
11,8 
21,6 
11,8 
41,5 
21,5 
10,0 
5,0 
41,5 
21,5 
10,0 
5,0 
1 
Ve 
ml 
156 
161 
256 
253 
265 
281 
282 
299 
318 
348 
344 
335 
343 
362 
365 
364 
360 
368 
377 
390 
396 
407 
404 
Berekend 
molecuul­
gewicht 
933.000 
871.000 
190.000 
200.000 
164.000 
127.000 
126.000 
94.400 
69.200 
42.000 
46.300 
53.500 
47.100 
34.200 
33.200 
33.500 
35.600 
31.300 
27.200 
21.900 
21.000 
15.000 
17.600 
Gemiddeld 
902.000 
49.000 
34.000 
31.900 
18.900 
Geëxtrapo-
leerd tot 
c = 0 
33.000-34.000 
Van fractie A liggen de elutìevolumina dicht bij het void volumen van de 
kolom, zodat de berekende moleculaire gewichten om bovenvermelde 
77 
reden minder betrouwbaar zijn. 
De elutievolumina van fractie В bij 20,4 en 11,0 mg bleken zo sterk te 
verschillen, dat wij besloten de afhankelijkheid van het moleculair ge­
wicht van de hoeveelheid op te brengen eiwit nader te onderzoeken. 
Zoals uit de tabel en fig. 23 blijkt, waarin de berekende moleculaire 
gewichten tegen de hoeveelheid op te brengen eiwit werden uitgezet, is 
deze concentratie-afhankelijkheid van het molecuulgewicht vrij sterk. 
I I 1 1 1 I 1 1 1 1 
mol. gewicht 
20- хКГ· ° 
16- ¿ r ^ 
0 1 1 1 ι 1 1 1 1 1 1 ' 
0 20 40 60 80 100 
mg. eiwit 
Figuur 23 
Effect van de concentratie op het moleculair gewicht van fractie В 
Extrapolatie tot concentratie nul leidde tot een waarde van 33.000-
34.000. De, bij de hoogste concentratie, verkregen waarden zijn bijna 
exact 6 maal zo groot als de geëxtrapoleerde waarde. Als wij aannemen, 
dat de waarde 33.000 het molecuulgewicht is van het monomeer, dan 
zouden wij hier dus te maken hebben met een monomeer-hexameer 
overgang. Verder valt op te merken, dat de tussenliggende waarden 
vrij aardig overeenkomen met de waarden van resp. pentameer, tetra-
meer, trimeer en dimeer. 
Bij experiment 6 en 7 werden de extincties bij 230 ιημ en bij proef 8 
bij 215 ηημ i.p.v., zoals gebruikelijk, bij 280 ιημ, gemeten omdat de 
eiwitconcentraties bij genoemde experimenten te laag waren. 
Bi] fractie С en Ζ? werd deze concentratie-afhankelijkheid van het mole­
cuulgewicht niet waargenomen. 
De elutievolumina van de verschillende concentraties van fractie С en de 
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daaruit berekende molecuulgewichten liggen wat verder uiteen dan bij 
fractie D, m a a r de standaarddeviatie valt nog binnen de door Andrews 
(1964) aangegeven waarde van 12%. 
De grote spreiding van de waarden van E en E is een gevolg van het 
niet goed gescheiden zijn van beide toppen, wat een juiste plaatsbepaling 
verhindert. 
III.4. DISCUSSIE 
Uit de bereikte resultaten blijkt dat gelfiltratie over Sephadex G-200 
in m e e r dan een opzicht bruikbaar i s als voor- of groepenscheiding. 
1. De scheiding berust op verschillen in moleculaire grootte van de 
componenten van het te scheiden biologisch mengsel, in tegenstelling 
met chromatografie over ionen-uitwisselaars, waar voornamelijk 
ladingsverschillen het scheidingspatroon bepalen. 
2. De fractionering is met relatief eenvoudige middelen uit te voeren, 
is snel (scheiding van lensextract in 72 uur), i s reproduceerbaar en 
is binnen zekere grenzen onafhankelijk van de pH, eiwitconcentratie 
en in mindere mate van de ionensterkte. Bovendien is het mogelijk met 
deze methode een grote hoeveelheid mater iaa l te scheiden bij bepaalde 
kolomdimensies. Bij de door ons gebruikte kolommen van 4,5 χ 100 cm 
was dit 8 g r a m . 
De lengte van de gelkolom is voor een optimale scheiding de belang­
ri jkste p a r a m e t e r . 
Verder bleek, dat dextraangelen als Sephadex G-200 de voorkeur ver­
dienen boven polyacrylamide-gel (Biogel P-300) als medium voor de 
gelfiltratie. 
Testa, Armand en Balasz (1965) beschreven recent de scheiding van 
lensextracten van koe en kalf op polyacrylamide-gel, Biogel P-300. 
Hoeweide scheiding duidelijk beter was dan wij bereikten met hetzelfde 
gelf i l trat ie-materiaal, was het toch geringer dan de in dit hoofdstuk be­
schreven scheiding over Sephadex G-200. Tevens bleek uit genoemd 
onderzoek, dat de optimale belading van polyacrylamide-gel kolommen 
ongeveer dertig maal zo laag was als bij de overeenkomstige Sephadex-
kolommen. Het ontstaan van een volumineus precipitaat na dialyse van 
hun fractie B, doet ons bovendien twijfelen aan het inert zijn van het 
kolommateriaal . Bij gebruik van Sephadex is nooit een volumineus p r e -
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cipitaat waargenomen na dialyse van een der fracties. 
Gelfiltratie over G-200 bleek niet alleen bruikbaar te zijn als voor­
scheiding, maar met behulp van deze methode is het mogelijk op een­
voudige wijze en in grote hoeveelheden α-crystalline vrij van de andere 
lenseiwitten te verkrijgen. 
Ook de a-crystallinen vanresp. kalf, paard en varken werden in homo­
gene vorm verkregen, terwijl de zuiverheid van de ou-crystallinepre-
paraten van kip en kikker vrij hoog bleek te zijn. 
Voor een verdere evaluering van deze methode wordt verwezen naar 
hoofdstuk IV. 
De ß-crystallinenzijnnietalleen elektroforetisch, maar ook naar mo-
leculaire grootte heterogeen. 
Manski et al. (1961) suggereerden, dat gehele of gedeeltelijke oxydatie 
van de SH-groepen van deze eiwitten wel eens de oorzaak van de poly-
morfie van de lenseiwitten zou kunnen zijn. Het feit echter, dat geen 
verandering in het elutiepatroon werd waargenomen na toevoeging van 
2-mercapto-ethanol aan de elutiebuffer of na reductie en blokkering 
van de SH-groepen, maakt deze aantrekkelijke verklaring minder waar-
schijnlijk. Ook de oorzaak van de verschuiving naar de hoogmoleculaire 
ß-crystallinen, die werd aangetroffen bij kemextract, kan o.i. beter 
toegeschreven worden aan het behouden van het embryonale karakter 
van de kern dan aan het optreden van aggregatie. Dit wordt nog eens 
onderstreept door de grote overeenkomst in elutiepatroon van kern-
en kalflensextract. 
Het elektroforese-patroon van de laagmoleculaire fractie E vertoont 
componenten over een groter elektroforesegebied dan de γ-crystalli-
nen. 
Björk (1961) echter stelt deze fractie gelijk aan de y-crystallinen. Deze 
onderzoeker isoleerde deze fractie d.m.v. gelfiltratie over Sephadex 
G-75 uit lensextracten van kalveren. Het is nu juist bij deze extracten, 
dat de laagmoleculaire fractie voornamelijk is opgebouwd uit de γ-
crystallinen. Bij lensextracten van andere diersoorten bleek deze frac­
tie ook en in enkele gevallen (bij kip en paard) voornamelijk andere 
lenseiwitten te bevatten, zodat gesteld kan worden, dat de identifikatie 
van deze laagmoleculaire fractie met de γ-crystallinen alleen (en dan 
nog gedeeltelijk) geldt voor kalfslenzen. Ons inziens kan deze fractie 
beter worden betiteld als de laagmoleculaire fractie van de lenseiwit­
ten. 
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Ook François et al . (1965) vonden in een overeenkomstige fractie van 
menselijke lenzen elektroforetische componenten over een groter ge -
bied dan de y-crystal l inen. 
De bepaalde chemische karakterist ieken van de fracties uit de gelfiltra-
tie zijn slechts ten dele te vergelijken met de spaarzame gegevens uit 
de l i teratuur , daar deze betrekking hebben op eiwitfracties, die slechts 
ten dele overeenkomen met genoemde fracties uit de gelfiltratie. 
Wisse et al . (1966) vonden voor α-crystal l ine een tyrosine/tryptofaan-
verhoudingvan3,8; een waarde die iets afwijkt van wat wij vonden voor 
a-crys ta l lme(nl . 4,17). Laatstgenoemde waarde komt ook overeen met 
de waarde door François et al . (1963) verkregen bij een α-crystall ine 
preparaat , geïsoleerd d.m.v. preparat ieve agar-elektroforese, nl .3,7-
4,0. 
De lage tyrosine/tryptofaan-verhoudingen van de fracties В, С en D 
duiden op een hoger tryptofaangehalte van de ß-crystal l inen. De waar-
den komen vrij goed overeen met die, gevonden door François et al . 
(1963) voor hun fractie M, nl . 1,33-1,36. Deze fractie M omvat het-
zelfde elektroforesegebied als onze fracties В, С en D. 
In overeenstemming met de waarneming dat ß s (of M t-fractie) de hoofd-
component van fractie E i s , is de overeenstemming die er bestaat tus -
sen de tyrosine/tryptofaan-verhouding, gevonden voor fractie E en die 
van de gedeeltelijk gezuiverde Mff rac t i e , 2,32 - 2,56, door François 
et al . (1963). 
Van de lenseiwitten heeft a-cry stalline de kleinste hoeveelheid en f rac-
t ie E de grootste hoeveelheid SH-groepen per lO^gram eiwit. 
De waarde van 4,5 SH-groepen per 10^ gram eiwit die wij bepaalden 
voor α-crystal l ine na denaturatie met guanidine-HCl, komt z e e r goed 
overeen met de door Wisse et al . (1966) en met de door Waley (1965) 
bepaalde waarden, ondanks het feit dat in genoemde onderzoekingen de 
bepalingsmethoden duidelijk verschilden. Dit geeft aan de gevonden 
waarde een grote betrouwbaarheid. 
In het natieve α-crystall ine werden slechts 2 SH-groepen per 10^ gram 
gevonden. Volgens Cecil (1963) kunnen de sulfhydrylgroepen in eiwitten 
verdeeld worden in twee soorten, nl . reactieve en niet-react ieve. De 
reactieve SH-groepen zijn die groepen, die zich op dezelfde wijze als 
eenvoudige thiolen gedragen t.o.v. de SH-reagentia. Onder de niet-
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reactieve SH-groepen worden die groepen gerangschikt, die een lage 
reactiviteit bezitten in het natieve eiwit, doch een normale reactiviteit 
bereiken na denaturatie van het eiwit. Het schijnt dat deze niet-reactieve 
SH-groepen een rol vervullen in het handhaven van de structuur van een 
aantal eiwitten, hoewel de precieze aard van de soort binding nog niet 
met zekerheid bekend is. 
Op grond van de verkregen resultaten kan dus gesteld worden dat a-
crystalline per mol eiwit ongeveer 20 reactieve en 25 niet-reactieve 
SH-groepen bevat, waarbij voor het molecuulgewicht van (^crystalline 
een waarde van 1 χ 10^ wordt aangenomen. 
De gevonden hoeveelheden SH-groepen van de fracties B, C, D en E 
komen redelijk overeen met de waarden, die Kinoshita en Merola (1958) 
door amperometrische titratie vonden voor β- en Y-crystalline. 
Van de lenseiwitten heeft α-crystalline de kleinste hoeveelheid N-eind-
standige aminozuren. Berekend naar het molecuulgewicht van 800.000 -
1.000.000 is de gevonden hoeveelheid glutaminezuur equivalent aan 2 
molen per mol eiwit. 
Deze waarde, gelijk aan die door Firfarova (1958) gevonden werd voor 
een door uitzouten verkregen preparaat, is echter veel lager dan de 
waarde die Bloemendal (1957) vindt voor een door zetmeelblok-elek­
troforese bereid α-crystalline. 
Deze onderzoeker vond nl. 10-12 molen glutaminezuur per mol eiwit. 
Recent vermeldt echter dezelfde onderzoeker (in samenwerking met 
Bont, Benedetti en Wisse, 1965) een ongeveer zesmaal lagere waarde 
voor een verder gezuiverd preparaat. De discrepantie tussen deze re­
sultaten zou verklaard kunnen worden door een binding van peptiden 
als glutathion ofoftalminezuur aan het door zetmeelblok-elektroforese 
verkregen α-crystalline (Bloemendal et al. 1966). 
Dit tripeptide zou dan, ofwel bij verdere zuivering (Bloemendal et al. 
1965) gedeeltelijk verwijderd worden, ofwel de binding zou verbroken 
worden bij gelfiltratie of door uitzouten. Het niet optreden van deze 
binding bij de twee laatstgenoemde methoden zou verklaard kunnen 
worden door de gebruikte hoge zoutconcentraties. 
Vermeldenswaard is, dat een analoog geval door Rickli et al. (1964) 
werd waargenomen bij menselijke koolzuuranhydrasen. 
De grote hoeveelheid glycine als N-eindstandig aminozuur in fractie E 
is in overeenstemming met de waarneming van Björk (1964 b), dat de 
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γ-crystallinen (van kalf) glycine als N-eindstandige aminozuur bezit­
ten. 
De beschreven resultaten duiden erop, dat bij de vertebraten de verde­
ling naar moleculaire grootte van de lenseiwitten in grote trekken de­
zelfde is. 
Wij onderscheiden hoog- en laagmoleculaire eiwitten en eiwitten met 
een molecuulgewicht gelegen tussen deze uitersten. Bij de onderzochte 
evertebraat is de situatie geheel anders. Geen hoogmoleculaire eiwit­
ten werden hierbij gevonden en de opbouw naar moleculaire grootte is 
veel eenvoudiger. Slechts twee eiwitfracties met molecuulgewichten 
vanresp. 60.000 en 40.000 werden gevonden. Dit onderstreept nog eens 
wat reeds uit het elektroforetisch onderzoek was gebleken, nl. dat de 
evertebratelens biochemisch geheel verschilt van de lenzen van de 
vertebraten. 
Volgens Halbert en Manski (1963) suggereert dit, dat de biochemische 
evolutie van deze analoge structuur plaatsvond volgens een geheel ver­
schillende weg. 
Morfologisch gezien bestaat er een grote overeenkomst tussen de ogen 
van de cephalopoden en de vertebraten, hoewel er ook markante ver­
schillen zijn. Wat betreft deze verschillen verwijzen we naar het boek 
van Duke-Elder (1958). Ogenschijnlijk zou deze waarneming van analoge 
multi-moleculaire structuren, opgebouwd uit geheel verschillende ma­
cromoleculen, een duidelijke verzwakking zijn van de hypothese, dat er 
een intieme relatie bestaat tussen de bouw van de lens, en die van haar 
eiwitten, tenzij wij veronderstellen, dat deze relatie niet berust op mole­
culaire grootte of op de aanwezigheid van bepaalde serologische deter­
minanten, maar op andere specificiteiten (b. ν. de secundaire structuren 
van deze eiwitten). Dit is een voorbeeld van een convergentie van multi-
moleculaire structuren, die niet gepaard gaat met een convergentie 
op moleculair niveau. 
Voor eendiscussie van deze interessante problematiek wordt verwezen 
naar Simpson (1964) en Dixon (1966). 
Uit het werk van Andrews (1962, 1964) en Whitaker (1963) blijkt, dat er 
een empirische correlatie bestaat tussen de elutievolumina en de loga­
ritmen van de moleculaire gewichten, hoewel de correlatie met de z.g. 
Stoke radii theoretisch juister blijkt te zijn (Ackers, 1964). Een tweede 
punt, dat bij het beoordelen van de resultaten van de moleculaire ge­
wichtsbepaling via gelfiltratie in ogenschouw moet worden genomen, is 
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dat de gebruikte ijkstoffen vrijwel dezelfde partieel specifieke volumina 
en moleculaire radii bezitten. 
Dit kan leiden tot foutieve resultaten, wanneer wij te maken hebben met 
een eiwit dat een moleculaire radius bezit, die sterk afwijkt van die van 
de gebruikte ijkstoffen (b.v. fibrinogeen). 
Het is dan ook raadzaam de bepaling van de moleculaire gewichten via 
gelfiltratie te zien als een methode, die een eerste indruk geeft, en de 
gevonden waarden te verifiëren met fysische meetmethoden als ultra-
centrifuge, osmometrie en lichtverstrooiing. 
Vergelijken wij nu de berekende moleculaire gewichten van de fracties 
uit de gelfiltratie met de waarden uit de literatuur. 
Het berekende molecuulgewicht van α-crystalline van 902.000 komt 
redelijk overeen met wat andere onderzoekers (Orekhovich et al. 1955; 
Bloemendal et al., 1962; Spector en Katz, 1965) vonden. 
Orekhovich et al. (1955) bepaalden voor twee ß-crystallinefracties de 
waarden van 45.000 resp. 100.000. Wood et al. (1959) isoleerden drie 
β -crystallinen en gaven een benaderde waarde van 60.000 - 80.000. 
François et al. (1955) bepaalden m.b.v. lichtverstrooiing het molecuul-
gewicht van p-crystalline op 200.000. 
Vergelijking met deze onderling zo uiteenlopende waarden is dus vrijwel 
onmogelijk. 
De grote overeenstemming, die door onderzoekers als Andrews (1964) 
en Boguth et al. (1965) gevonden werd tussen de via de gelfiltratie en 
de door fysische methoden bepaalde waarden bij verscheidene eiwitten, 
geeft ons enig vertrouwen in de door ons bepaalde waarden. 
Nadere verificatie door andere methoden is echter een dringende eis. 
De verlaging van het elutievolumen van fractie В met een stijgende 
eiwitconcentratie, suggereert een reversibele, concentratie-afhanke­
lijke aggregatie. 
Een analoog gedrag werd door Andrews (1964) gevonden bij ß-lacto-
globuline A en bij runderhemoglobine. 
Bij laatstgenoemde eiwitten hebben wij te maken met een dissociatie in 
half-moleculen, terwijl bij fractie В vergelijking van de berekende 
waarden bij de hoogste concentratie met die, welke gevonden werd bij 
de laagste concentratie, wijst in de richting van een monomeer-hexa-
meerovergang. 
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Ofschoon de theorie van Gilbert (1955, 1959), die het gedrag beschrijft 
van associërende-dissociërende systemen gedurende sedimentatie en 
elektroforese, opgebouwd werd vanuit principes uit de chromatografie 
(De Vauld, 1943), is deze theorie slechts in twee gevallen (Winzor en 
Scheraga, 1963, 1964, en Ackers en Thompson, 1965) bij gelfiltratie 
toegepast. In beide onderzoekingen was de proefopstelling echter zo 
verschillend van de door ons gebezigde, dat toepassing van de vooral 
door laatstgenoemde onderzoekers gegeven analyse niet mogelijk bleek. 
De berekende waarden van Ei (met ße-crystalline als voornaamste 
component) van 27.000 - 35.000 zijn in dezelfde orde van grootte als 
voor β
 s
-crystalline bepaald werd door de Archibald-procedure (zie 
Hoofdstuk V) en het gevonden molecuulgewicht van E2 (met γ ι en уз-
crystalline als voornaamste componenten) komt goed overeen met de 
waarden die В jörk (1964 b) vond voor enkele γ-crystallinen, nl. 19.000 
- 21.000. 
II1.5. SAMENVATTING 
Extract van het perifere deel van de runderlens kon d.m.v. gelfiltratie 
over Sephadex G-200 in 6 fracties gescheiden worden. Van de onder­
zochte parameters bleek vooral de lengte van de gelkolom de grootste 
invloed te hebben op het scheidingspatroon. Agar- en immuno-elektro-
foretische analyse van de verkregen fracties toonde aan, dat fractie A 
het α-crystalline bevatte, fractie В, С en D voornamelijk de β-crystal-
linen en dat fractie E zeer heterogeen van samenstelling was, met als 
voornaamste componenten de r-crystallinen, ßg-crystalline, enkele 
andere ß-crystallinen en pre-a-crystallinen. 
Enkele chemische karakteristieken als tyr/try verhouding, gehalte aan 
SH-groepen en N-eindstandige aminozuren werden bepaald. 
Tussen de elutiepatronen van cortex- en kemextract werden verschil-
len gevonden, vooral van kwantitatieve aard. 
De elutiepatronen van lensextracten van resp. koe, kalf, paard, varken, 
kip, kikker en sepia werden gegeven en met elkaar vergeleken. Vooral 
het patroon van het extract van de evertebratelens bleek sterk af te 
wijken van die van de vertebraten. 
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De moleculaire gewichten van de fracties van de runderlens werden 
m.b.v. gelfiltratie volgens de methode van Andrews (1964) bepaald. 
Fractie В vertoonde een duidelijke concentratie-afhankelijke dissocia­
tie-associatie. 
HOOFDSTUK IV 
HET ONDERZOEK VAN DE HOOGMOLECULAIRE 
OF α-CRYSTALLINEFRACTlE 
IV. 1. INLEIDING 
In het voorafgaande hoofdstuk werd de scheiding besproken van de lens-
eiwitten in een aantal fracties, die naar moleculaire grootte van de 
componenten verschilden. Onderscheiden konden worden groepen van 
hoog- en laagmoleculaire eiwitten, alsmede van eiwitten met mole­
cuulgewichten intermediair tussen deze uitersten. 
Uit de agar-en immuno-elektroforetische analyse bleek, dat elke groep 
- met uitzondering van de hoogmoleculaire groep - bestond uit een groot 
aantal componenten. De groep van de hoogmoleculaire eiwitten en de 
groep van de laagmoleculaire eiwitten zullen in de volgende hoofdstukken 
aan een nadere beschouwing worden onderworpen. Deze beschouwing 
bestaat uit de beschrijving van de isolatie en het in chemisch en fysisch-
chemisch opzicht karakteriseren van verschillende eiwitten uit deze 
groepen. 
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Slechts die eiwitten zullen worden beschreven, die zone-elektroforetisch 
homogeen zijn. Daar uit de middengroepen (de fracties В, С en D) van 
de gelfiltratie over Sephadex G-200 nog geen homogene eiwitten werden 
verkregen, zal de voortgezette fractionering van deze groepen niet 
besproken worden. 
De agar- en immuno-elektroforetische analyse van de eers te fractie 
(fractie A) uit de gelfiltratie van runderlensextract over Sephadex 
G-200 wees uit, dat deze fractie α-crystalline bevatte, verontreinigd 
met ß-crystal l ine. Na refil tratie werden echter preparaten verkregen 
die elektroforetisch vrij van de andere lenseiwitten bleken te zijn. Van 
de op deze wijze verkregen a-crystal l inepreparaten werd een aantal 
chemische en fysisch-chemische pa ramete r s bepaald. Achtereenvolgens 
zullen wij de resultaten bespreken van: 
a) de bepaling van de C-eindstandige aminozuren; b) de meting van de 
optische rotat iedispersie; c) het infra rood-spectrum; d) het onderzoek 
naar de subeenheden. 
Ten slotte zal de chromatografische en immunologische complexiteit 
van het α-crystal l ine onder de loep worden genomen. Aan deze bepa­
lingen gaat een vergelijkend onderzoek vooraf van a-crystal l ineprepa­
raten, bereid volgens in de l i teratuur beschreven methoden. 
IV.2. MATERIAAL EN METHODEN 
IV.2.1. M a t e r i a a l 
Runder-α-crys ta l l ine werd verkregen door herhaalde gelfiltratie over 
Sephadex G-200 (zie hoofdstuk III). α-Crystalline van r e s p . kalf, paard, 
varken, kip en kikker werd geïsoleerd door gelfiltratie over Sephadex 
G-200 'superfine ' . 
T e r vergelijking werden ook a-crystal l inepreparaten bereid door p r e -
cipitatie op het iso-elektr isch punt (François et al. , 1955), door uit-
zouten met ammoniumsulfaat (Orekhovich et al . , 1955) en door zet-
meelblok-elektroforese (Bloemendal, 1957). 
TEAE (triethylaminoethyl)-cellulose werd betrokken van Serva Ent-
wicklungs-Labor, Heidelberg (Duitsland). De chromatografische eigen-
schappen van deze anionen-uitwisselaar zijn nagenoeg gelijk aan die van 
het DEAE-cellulose. De uitwisselingscapaciteit lag tussen de 0,4 en 
1,0 meq. per gram droge stof. 
DEAE (diethylaminoethyl)-Sephadex A-50 'medium'werd betrokken van 
Pharmacia AB te Uppsala (Zweden). Deze van Sephadex G-50 afgeleide 
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anionen-uitwisselaar heeft een hoge uitwisselingscapaciteit, nl.3,5 meq. 
per gram droge stof. 
Poly-L-glutaminezuur (PGA) werd verkregen van Koch-Light Labora-
tor ies , kristallijn runder- serumalbumine (BSA) en ß-lactoglobuline 
van Nutritional Biochemical Corporation, en runder- IgG-globuline van 
Boehringer.Mannheim (Duitsland). Het enzym carboxypeptidase-A-DFP 
werd betrokken van Sigma Chemical Company, St. Louis, Mo (U.S.A.). 
Het enzym dat met di-isopropylfluorofosfaat (DFP) was behandeld om 
eventueel aanwezige endopeptidasen te remmen, was gesuspendeerd in 
water, dat per mill i l i ter 50 mill igram enzym bevatte. De gebruikte 
chemicaliën waren alle van een pro-analyse kwaliteit. 2-Chloorethanol 
(Merck) werd voor het gebruik gedesti l leerd. 
IV.2.2. M e t h o d e n 
IV. 2.2.1. Anion en -uitwis selingschromatograf ie 
a. TEAE-cellulose 
De voorbehandeling van het adsorbens, alsmede de regenerat ie h ie r -
van, werd uitgevoerd zoals in de brochure van Serva is aangegeven met 
de modificatie, dat in plaats van 0,1 N NaOII en 0,1 N HCl een 1% op-
lossing van NaOH en HCl werden gebruikt. 
De kolommen - afmetingen 2,5 cm χ 40 cm, - werden op gelijke wijze 
gegoten als in hoofdstuk III werd beschreven voor de Sephadex-kolom-
men. 
Om een betere pakking van het chromatografiemateriaal te verkrijgen, 
werd de inhoud van de kolom na het gieten met behulp van stikstof (0,7 
atm. overdruk) tot een constante lengte samengeperst . Hierna werd de 
kolom gedurende de nacht bij 4 0 C met de uitgangsbuffer doorstroomd 
t e r stabil isering van het kolombed. Het eiwitmengsel, dat op de kolom 
werd gebracht, werd voorafgaande aan de chromatografie, gedurende 
24 uur bij 4 0 C tegen de beginbuffer gedialyseerd, waarbij de dialyse­
vloeistof enige malen werd ververst . 
De elutie werd stapsgewijs of met een continue gradiënt uitgevoerd. 
De elutiebuffers waren alle Na-fosfaatbuffers, waaraan t e r verhoging 
van de ionenconcentratie NaCl werd toegevoegd. Alle elutiebuffers be-
vatten verder E.D.T.A. tot een concentratie van 0,1 mill imolair . De 
ionenconcentraties en de pi Ivan de gebruikte elutiebuffers zijn vermeld 
in de onderschriften van de figuren. 
Voor het maken van de gradiënt werd gebruik gemaakt van de Technicon 
'Varigrad ' , volgens Peterson en Sober (1959). 
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b. DEAE-Sephadex 
De voorbehandeling van het materiaal en het gieten van de kolom is nader 
beschreven in hoofdstuk V. 
De kolom werd gestapeld met een suspensie van DEAE-Sephadex in 
0,005 M Na-fosfaatbuffer, pH 7,3, waaraan 6 M ureum was toegevoegd. 
Het eiwit werd gedurende 24 uur gedialyseerd tegen deze ureum bevat­
tende buffer. Ook de elutiebuffers bevatten alle 6 M ureum. De eluaten 
werden, na chromatografie, grondig gedialyseerd tegen gedestilleerd 
water en vervolgens drooggevroren. 
IV.2.2.2. Bepaling van de C-eindstandige aminozuren 
Om geadsorbeerde aminozuren te verwijderen, werden de enzymkristal-
len voor gebruik met water gewassen. Na het wassen werd het enzym 
opgelost in een dusdanig volumen 10% LiCl-oplossing, dat de uiteinde­
lijke concentratie van het LiCl in de enzym-substraatoplossingniet meer 
dan 1% bedroeg. 
Bij onze experimentenwerd2,5mg carboxypeptidase-A-DFP in 0,6 ml 
10% LiCl oplossing opgelost. 120,1 mg α-crystalline werd opgelost in 
9 ml tweemaal gedestilleerd water in het titratievat van een Radiometer 
autotitrator TTT-1. Vervolgens werd de eiwitoplossing met 0,05 N KOH 
op pH 8,0 gebracht, en nadat de enzymoplossing was toegevoegd, werd 
de pH van het mengsel op 8,0 gehandhaafd door het toevoegen van kleine 
hoeveelheden 0,05 N KOH. Dit toevoegen geschiedde met behulp van een 
aan de Titrigraaf gekoppelde injectiespuit van 5 milliliter. 
De incubatie vond plaats bij pH 8,0 en 40oC. Na resp, 0.5, 2, 4, 8 en 23 
uur werden 2 ml van het reactiemengsel overgebracht in een buisje dat 
0,68 mlO, IN HCl bevatte, vervolgens ingevroren en bij -20oC bewaard, 
totdat de analyse plaatsvond. Het aanzuren en het invriezen dient om de 
reactie te stoppen. De vrijgekomen aminozuren in deze 2 ml mengsels 
werden kwantitatief bepaald door de FDNB-methode. Hiertoe werd, na 
ontdooien, elk aliquot kwantitatief in het reactievat van de autotitrator 
overgebracht en met 0,05 N KOH op pH 9,0 gebracht. Vervolgens werd 
aan het mengsel.dat de vrije aminozuren, het residu-eiwit en het enzym 
bevatte, 0,05 ml FDNB toegevoegd. 
Om de oplossing met FDNB verzadigd te houden, werd er krachtig ge­
roerd. 
Door toevoegen van 0,05 N KOH werd de pH op 9,0 gehandhaafd. De reac­
tie met FDNB vond plaats bij 40oC; de reactieduur was ongeveer 120 
minuten. Wanneer alle vrije aminozuren met FDNB hadden gereageerd 
(d.i. wanneer het alkali verbruik een constante waarde had bereikt), werd 
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de inhoud van het reactievat kwantitatief overgespoeld in wijde centri-
fugebuizen en werd de overmaat FDNB door extractie met peroxyde-
vrije ether verwijderd. Vervolgens werd de gele oplossing met gecon-
centreerd HCl op pH 1,0 gebracht. Hierbij precipiteerde het DNP-deri-
vaat van het residu-eiwit en van het enzym. Dit precipitaat werd door 
centrifugeren verzameld en vervolgens grondig gewassen met aange-
zuurd water. Het waswater werd bij de bovenstaande vloeistof gevoegd, 
die bij het centrifugeren werd verkregen. Deze tussentijdse precipitatie 
van het eiwit werd in de methode ingevoerd, omdat wij constateerden dat 
bij de hierna volgende extractie van de DNP-aminozuren een hinder-
lijke gelvorming optrad, wanneer het eiwit niet was verwijderd. De ge-
combineerde gele oplossingen werden vervolgens 5-7 maal met ether 
geëxtraheerd (z.g. zure extractie). De etherextracten werden, na over-
gebracht te zijn in een sublimatievat (volgens Biserte et al., 1960),in-
gedampt en aan een sublimatie bij 60oC en een druk < 0,1 mm onder-
worpen. Deze sublimatie dient om het dinitrofenol te verwijderen, dat 
storend werkt bij de papierchromatografische scheiding van de DNP-
aminozuren. De papierchromatografie werd uitgevoerd in 2 richtingen 
volgens de methode van Levy. Na de scheiding werden de vlekken uit-
geknipt en geëlueerd met 4 ml 1% NaHCC^-oplossing. De extincties 
van de eluaten werden gemeten bij 360 πιμ in een Beekman DU-spec-
trofotometer. Om uit de gemeten extincties de hoeveelheden bij de 
enzymreactie vrijgekomen aminozuren te berekenen, was het nodig de 
effectieve molaire extinctiecoëfficiënten te kennen. Deze coëfficiënten 
werden op de volgende wijze bepaald: een nauwkeurig afgewogen hoe-
veelheid van het С-eindstandig aminozuur werd gedurende een bepaalde 
tijd (in ons geval werd hiervoor 8 uur gekozen) geïncubeerd met het 
eiwit, maar zonder het enzym. Na incubatie werd dan dezelfde procedure 
gevolgd als hierboven beschreven. 
Uit de gevonden extinctie en de afgewogen hoeveelheid aminozuur werd 
de effectieve molaire extinctiecoëfficiënt berekend. De coëfficiënten 
voor serine, glutaminezuur, glycine, alanine en threonine werden op 
deze wijze bepaald. 
De coëfficiënten van valine en isoleucine werden ontleend aan de lite-
ratuur (Lucas et al., 1963). 
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IV.2.2.3. Aminozuuranalyse* 
De aminozuursamenstellingen werden bepaald volgens de methode van 
Piez en Morris (1960) met behulp van een Techmcon ammozuuranaly-
sator. 
Ongeveer 3 mg eiwit werd geduronde 24 uur gehydrolyseerd met con­
stant kokend zoutzuur (ong. 5,7 N) in gesloten, luchtledige ampullen bij 
105oC. 
Na de hydrolyse werd in een rotatieverdamper bij 40oC en 12 mm Hg 
druk het zoutzuur verwijderd. Dit geschiedde door een afwisselend 
droogdampen in water van het residu. Deze handelingen werden drie­
maal herhaald. Na het eerste droogdampen werd 1 ml van een norleu-
cine-oplossing, die 2 μ mol norleucine per milliliter bevatte, toege­
voegd. Dit norleucine dient als inwendige standaard van de methode. 
Na verwijdering van het zoutzuur werd het residu met 0,1 N HCl kwan­
titatief in een maatkolf van 10 ml overgespoeld. Van de oplossing werd 
1 a 2 ml op de kolom van de ammozuuranalysator gebracht. Het stik­
stofgehalte van dit hydrolysaat werd bepaald met de micro-Kjeldahl-
methode. De gevonden ammozuurwaarden werden betrokken op het N-
gehalte. In plaats hiervan kunnen de waarden ook betrokken worden op 
hetdrooggewicht van het eiwit. Deze procedure is gevolgd bij ß s-cry-
stalline (zie hoofdstuk V). 
IV.2.2.4. Metingen van de optische rotatiedispersie (ORD) 
a. De ORD-metingen werden uitgevoerd met een automatische spectro-
polarimeter, Polarmatic 62 (Bendix Electronics Ltd, Nottingham, Eng-
land) in het golflengtegebied van 220-550 τημ met een Osram 150-Watt 
xenonlamp. Alle metingen werden bij kamertemperatuur verricht. Dit 
apparaat is opgesteld in het Laboratorium voor Fysische Chemie (Direc­
teur Prof.Dr. G.A.J. van OS) van de Katholieke Universiteit te Nijme­
gen.** 
De cellen hadden een weglengte van 10 mm en het instrument werd met 
* Veel dank zijn wij verschuldigd aan Dr. C.H. Monfoort van het Laboratorium 
voor Fysiologische Chemie (Hoofd Prof. Dr. b . P . Steyn-Parvé), Rijksuniversi-
teit te Utrecht, voor het uitvoeren van de analyses en het bespreken van de r e -
sultaten. 
* * Wij danken Drs. B.J.M. Harmsen voor het uitvoeren van de metingen en het be-
spreken van de resultaten. Len gezamenlijke pubhkatie van dit werk is elders 
verschenen (zie Harmsen et al., 1966). 
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een oplossing van zuivere sucrose in water gecal ibreerd. De breedte 
van de in-en uittree-spleet had een constante waarde van 0,5 resp . 0,4 
mm in het nabije ultraviolet en 1,0 en 0,8 mm in het v e r r e ultraviolet. 
Om stof te verwijderen werden alle oplossingen voor de meting gefil­
t r e e r d of gecentrifugeerd (10 min bij 20.000 rpm). De gebruikte eiwit­
concentratie in de oplossing was bij metingen in het zichtbare en na­
bije ultraviolet 0,5%, doch slechts 0,01% in het v e r r e ultraviolet. Deze 
concentraties werden bepaald uit de extinctie bij 280 πιμ ( Z e i s s - spec-
trofotometer model PMQ II); de extinctiecoëfficiënten (EJcm bij 280 
ιτιμ) waren gebaseerd op drooggewichtsbepalingen. De pH vân de ge-
bruikte oplossingen werd bepaald met een Radiometer pH meter , type 
PIIM 4 C. 
b . Analyse van de ORD-metingen 
De in het spectraalgebied van 300-550 τημ verkregen rotatiewaarden 
werden met behulp van de volgende vergelijkingen geanalyseerd: 
1. de een-termige Drudevergelijking 
[α]
λ 
1 0 0 α
λ κ 
le
 λ
2 -
 λ
2 ( 
с 
In deze vergelijking is [ α ]
λ
 de specifieke rotat ie bij de golflengte 
λ, К een constante, a ^ de waargenomen rotat ie bij golflengte λ, 1 de 
weglengte in cent imeters en с de concentratie van het eiwit in g ram­
men per 100 ml . De p a r a m e t e r X
c
, dispersie-constante, kan worden 
berekend uit de helling van de rechte, die wordt verkregen wanneer 
volgens Yang en Doty (1957) [α]^.λ uitzet tegen la] v 
Deze vergelijking beschrijft het ORD-gedrag van eiwitten die een laag 
a-helixgehalte bezitten. 
2. De Moffitt-Yang-vergelijking 
M* = Их ш 
M 3 a o x o 2 b0\0
4 
100
 n
2
 + 2 λ 2 _ λ ο 2 ( λ 2 . λ ο 2 ) 2 
waarbij [ R · ] χ de gereduceerde gemiddelde res idurotat ie i s . Deze 
t e r m kan berekend worden uit de specifieke rotatie, [ α ]
λ
 , het gemid­
delde residugewicht, M, en de brekingsindex, n, van de oplossing. 
De p a r a m e t e r s a 0 en b 0 kunnen bepaald worden r e s p . uit de intercept 
en de helling van de lijn, die verkregen wordt wanneer 
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Voor de lenseiwitten werd een waarde voor M aangenomen van 116, 
voor p-lactoglobuline en IgG-globuline 112, voor runderserumalbu-
mine (BSA) 118 en voor polyglutaminezuur (PGA) 169. Deze laatste 
waarde is in overeenstemming met de waarneming, dat PGA na drogen 
nog 1 mol water per aminozuurresidu bevat (Yang en McCabe, 1965). 
De brekingsindices in afhankelijkheid van de golflengte voor water, 2-
chloorethanol en waterige oplossingen van 8M ureum werden ontleend 
aan de tabellen van Foss en Schellman (1964). De waarden van de b r e ­
kingsindices van water werden ook gebruikt voor de bufferoplossingen. 
Voor λ 0 wordt de waarde van 212 πιμ aangenomen (Urnes en Doty, 1961). 
Tussen de waarde van b 0 en het a-helixgehalte bestaat het volgende 
rechtlijnige verband: 
fH = -b o /630 (Urnes en Doty, 1961). 
Het verband tussen a 0 en het helixgehalte is niet eenvoudig; de waarde 
is s terk afhankelijk van het oplosmiddel. Bij deze vergelijking wordt 
ervan uitgegaan dat in het eiwit alleen α-helix en ' random-coi l ' - s t ruc-
turen aanwezig zijn. Zij houdt geen rekening met het bestaan van andere 
geordende s t ructuren. 
3. De gewijzigde twee-termige Drude-vergelijking van Shechter en 
Blout (1964 a, b) 
r
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 A 1 9 3 * * 2 1 9 3 A 225 ' λ 2 2 2 5 
λ
2
 - λ
Ζ
ι93 λ
Ζ
 - λ
ζ 225 
Wanneer [R'JX · λ 2 - λ 2 1 9 3 / λ 2 ΐ 9 3 wordt uitgezet tegen λ 2 225/(λ 2 -
-λ
2 225)· ^ a n w o r d t e e n rechte verkregen, waarvan de helling gelijk is 
aan: 
A 225 [(^^225 " λ 193) / ^ 19з]· Hieruit kan de p a r a m e t e r A225 worden 
berekend. 
De intercept van de rechte is gelijk aan A193 + A225. (^ 225 / λ 193)· 
Met behulp van de waarde van A225 kan dan A j ^ worden berekend. 
Shechter en Blout (1964 a, b) die bovengenoemde vergelijking afleid­
den op basis van de recent ontdekte Cottoneffecten van α-helix- en 
' random-coi l ' -s t ructuren, bepaalden voor een groot aantal eiwitten en 
Polypeptiden deze p a r a m e t e r s Aj^ß en A225. 
Het bleek deze onderzoekers, dat tussen beide pa ramete r s het volgende 
verband bestond: 
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A 225 = - 0 ' 5 5 · A 193 - 4 3 0 · 
Deze betrekking geldt voor waterige oplossingen; voor organische op­
losmiddelen werd een ander verband gevonden. Tevens bleek dat dit 
rechtlijnig verband tussen de p a r a m e t e r s alleen van toepassing was 
op eiwitten met α-helix- en ' random-coi l ' - s t ructuren. Voor eiwitten 
met andere geordende structuren werden waarden van А^сз en A225 
bepaald, die niet voldeden aan bovengenoemde betrekking. In de grafiek 
van A193 tegen A225 w e r d e n dan punten verkregen, die buiten de z.g. 
a-helix- 'random-coil '- l i jn lagen. 
Voor het verband tussen het helixgehalte en de waarden A193 r e s p . A225 
werden de volgende vergelijkingen gevonden: 
A 1 9 3 + ' 7 5 0 - A 2 2 5 + 6 0 
H l 9 3 = 36.5 e n H 2 2 5 = 19.9 
Shechter en Blout merkten op, dat overeenkomst tussen de H193 en 
H225 (dit zijn de helixgehalten, bepaald uit de waarden van r e s p . A193 
en A225) tevens een aanwijzing is dat in het eiwit alleen α-helix en 
' random-coi l ' - s t ructuren aanwezig zijn. 
IV.2.2.5. Infrarood spectroscopie 
Het infrarood-spectrum van a-crystal l ine werd opgenomen met een 
Beekman IR-8-spectrofotometer.* 
0.5-2 mill igram van het eiwit werden gemengd met 300 mg kaliumbro-
mide en tot een tablet geperst . 
IV.2.2.6. Zetmeelgel-elektroforese in aanwezigheid van ureum 
Gel-elektroforese in 6 M of 8 M ureum bij pH 2,6 of pH 3,1 (z.g. zure 
ureumgels) werd uitgevoerd volgens de methode van Smithies en Con-
nel (1959). De uitvoering van de elektroforese in 7 M ureum bij alka­
lische pH (pH 8,6, z.g. alkalische ureumgels) was een modificatie van 
de methode van Wake en Baldwin (1961). Om nl. de laatstgenoemde 
methode aan onze apparatuur aan te passen, werd zij op twee punten ge­
wijzigd. In de eer s te plaats werd i.p.v. de door Wake en Baldwin aan-
* Wij danken Dr. J.H. van der Maas van het Analytisch-Chemisch Laboratorium 
(Directeur: Prof. Dr. Ir. J . Smittenberg), Rijksuniversiteit te Utrecht, voor het 
opnemen van de spectra en voor de bespreking van de resultaten. 
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gegeven horizontale, een verticale opstelling van de gel gebruikt, en in 
de tweede plaats werd, om een grotere consistentie van de gel te ver­
krijgen, de zetmeelconcentratie verhoogd van 11,4% tot 14,0%. 
De gebruikte apparatuur was het verticale-elektroforese apparaat van 
Smithies (1959). De geldikte in dit apparaat is 6 mm. Voor prepara-
tieve doeleinden werd een soortgelijk apparaat gebruikt met een dus­
danige opbouw, dat de laagdikte van de gel vergroot kon worden tot 40 
mil l imeter . Voorafgaande experimenten toonden aan, dat de verkregen 
scheiding over de gehele laagdikte dezelfde was. 
De elektroforeses werden steeds uitgevoerd bij 4 0 C . 
IV.2.2.7. Agar- en imuno-elektroforese 
Agar-en immuno-elektroforese werden uitgevoerd zoals deze in hoofd­
stuk II werden beschreven. Dit geldt ook voor de dubbel-diffusiemethode 
volgens Ouchterlony. 
IV.3. RESULTATEN 
IV.3.1. V e r g e l i j k e n d o n d e r z o e k v a n a- c r y s t a l l i n e p r e -
p a r a t e n b e r e i d v o l g e n s d i v e r s e m e t h o d e n 
In de l i teratuur zijn verschillende bereidingsmethoden van α-crystal­
line beschreven. Tot de voornaamste behoren: 
a) de methode van MO'mer (1894), waarbij gebruik gemaakt wordt van 
de eigenschap van a-crystail ine bij het iso-elektrische punt (pH 5,2) 
te precipiteren. 
Varianten op deze methode werden ontwikkeld door François et al . (1955) 
door Bon (1955) en door Spector (1964). 
b) de methode van Orekhovich et al . (1955), waarbij α-crystalline werd 
verkregen door uitzouten met ammoniumsulfaat (30-40% verzadiging); 
c) een methode, beschreven door Bloemendal (1957), waarbij .ocrys ta l -
line door middel van zetmeelblok-elektroforese uit runderlensextract 
werd geïsoleerd. 
Recent beschreven Wisse et al . (1966) een geheel nieuwe bereidings-
wijze van a-crystal l ine, waarbij achtereenvolgens gebruik gemaakt 
werd van zone-elektroforese over Pevikon (een copolymeer van vinyl-
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Figuur 24 
Immuno-elektraf erogrаттеп van cortex-extract van runderlens (a) 
van a-crystallinepreparaten, bereid door uit zouten (b), 
iso-elektrische precipitane (с), zetmeelblok-elektroforese (d),herhaalde gelfiltratie 
over Sephadex G-200 (e) en bereid volgens methode Wisse et al. (f) 
In de gootjes antiserum tegen cortex-extract. 
Veronalbuffer, pH 8,6, 0,05μ; 120 min. bij 6 V/cm; eiwitconcentratie 2%. 
Bij a, b, с en d is uiterst links in de figuur de pre-a-crystallinefractie zichtbaar; 
deze is afwezig bij e en f. 
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chloride en vinylacetaat), ultracentrifugatie in een lineaire sucrose-
dichtheidsgradient en gelfiltratie over Sephadex G-50. 
Zoals in hoofdstuk III werd beschreven, gelukte het door herhaalde 
chromatografie over Sephadex G-200, α-crystalline in gezuiverde vorm 
te verkrijgen (Van Dam en Ten Cate, 1966). Daar in de literatuur ver­
scheidene chemische en fysisch-chemische karakteristieken van a-
crystalhne zijn beschreven, waarbij werd uitgegaan van preparaten, 
bereid volgens bovengenoemde methoden, leek het ons nuttig deze a-
crystallmepreparaten aan een immuno-elektroforetisch onderzoek te 
onderwerpen. 
Figuur 24 toont de immuno-elektroforesepatronen, die verkregen wer­
den met een antiserum gericht tegen lenscortex-extract. Zoals uit de 
figuur blijkt, zijn alleen de a-crystallinepreparaten verkregen volgens 
de methode Wisse en die uit de chromatografie over G-200 vrij van 
de andere lenseiwitten, terwijl de preparaten verkregen door uitzouten 
of door zetmeelblok-elektroforese een spoor pre- α-crystalline bevatten, 
maar geen andere lenseiwitten. α-Crystalline, bereid door iso-elek-
trische precipitane, is bovendien ook nog verontreinigd met β- en Y-
crystalhne. 
IV.3.2. С - e i n d s t a n d i g e a m i n o z u r e n 
In de literatuur is slechts weinig te vinden over de aard en de hoeveel­
heid van de C-terminale aminozuren van a-crystalhne, terwijl de be­
schreven bevindingen bovendien met elkaar in tegenspraak zijn. Fir-
farova (1958) vermeldde alanine als het C-eindstandige aminozuur van 
een dooruitzouten verkregen preparaat, terwijl Mizukawa et al. (1961) 
glycine en alanine vonden. Bovendien werd door genoemde onderzoekers 
slechts een kwalitatief onderzoek verricht, van hoeveelheden werd geen 
melding gemaakt. 
Onafhankelijk van Firfarova en bijna gelijktijdig werd ook door ons een 
onderzoek verricht naar de aard van het C-eindstandige aminozuur. 
(Van Dam en Ten Cate, 1958, Ten Cate et al., 1958). Bij dit onderzoek 
werd uitgegaan van eendoor zetmeelblok-elektroforese geïsoleerd a-
crystalline. In tegenstelling met genoemde onderzoekingen werden als 
C-eindstandige aminozuren gevonden senne, glycine en glutaminezuur 
(in volgorde van geschatte kwantiteit). Dat wij te maken hadden met 
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ser ine en niet met alanine, welke aminozuren bij de gebruikte papier-
chromatografische scheiding slechts een gering verschil in Rf- waarden 
hebben, kon door rechromatografie in aanwezigheid van DNP-ser ine 
resp . DNP-alanine worden aangetoond. Bij het experiment met DNP-
alanine werden na rechromatografie twee vlekken gevonden, terwijl 
met DNP-ser ine slechts een vlek werd waargenomen. Deze bepalingen 
droegen slechts een kwalitatief karakter . Een kwantitatief onderzoek 
werd ingesteld toen wij de beschikking hadden over een door chroma-
tografie over Sephadex G-200 s terk gezuiverd preparaa t . Als enzym 
werd carboxypeptidase-A-DFP gebruikt. De reactieprodukten van 5 
verschillende incubatietijden werden met behulp van de FDNB-methode 
geanalyseerd. De volgende DNP-aminozuren werden waargenomen: 
serine, glutaminezuur, glycine, valine, alanine, threonine, leucine en 
tryptofaan. De gele vlekken werden geëlueerd met 4 ml 1% Na HCOn-
oplossing. 
Met behulp van de effectieve molaire extinctiecoëfficiënten werden 
uit de gemeten extincties van de papiereluaten de hoeveelheden amino-
zuren, in micromolen, per aliquot van het incubatiemcngsel bepaald. 
Deze berekening verliep als volgt: wanneer de gevonden extinctie E is 
en de effectieve molaire extinctiecoëfficiënt e, dan wordt de hoeveel-
heid aminozuur, in micromolen, in de hoeveelheid uitgangsmateriaal, 
a, gegeven door: 
In tabel 9 zijn de gevonden waarden voor elk aminozuur omgerekend 
in molen per mol eiwit. Hierbij werd voor het molecuulgewicht van 
α-crystal l ine de waarde van 1 χ 10^ (Spector en Katz, 1965) genomen. 
Uit tabel 9 blijkt dat ser ine na 4 uur incuberen volledig is vrijgemaakt 
en een constante waarde van ongeveer 22 molen per mol eiwit bereikt. 
Deze waarde komt overeen met 1 mol ser ine per ongeveer 45.000 gram 
eiwit. 
Glutaminezuur en glycine werden langzamer vrijgemaakt. Na 24 uur 
werden ongeveer 2 molen per mol eiwit gevonden. Voor valine, alanine, 
threonine en leucine werden nog lagere waarden gevonden. In de lite­
ratuurzi jn enkele gevallen beschreven (zie Fraenkel-Conrat, Harr i s en 
Levy, 1955), waarin ten gevolge van s ter i sche belemmeringen in het 
natieve eiwit weinig of geen C-eindstandige aminozuren gevonden wer­
den. Zo vermeldden Davie en Neurath (1952) dat trypsinogeen en D F P -
trypsine eers t na denaturatie met zuur reactief werden t.o.v. carboxy-
peptidase. Daarom werd in een ander experiment nagegaan of het α-cry­
stall ine eventueel ook C-eindstandige aminozuren bevat, die ten gevolge 
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van s ter i sche belemmeringen niet door het enzym werden vrijgemaakt. 
Hiertoe werd het eiwit, voorafgaande aan de incubatie, gedurende 48 
uur gedialyseerd tegen 0,1 N HCl en 24 uur tegen 0,001 N HCl. Na deze 
zure denaturatie werd de eiwitoplossing met 1 N KOH op pH 8,0 ge-
bracht en geïncubeerd met carboxypeptidase-A. Hierna werd eenzelfde 
procedure als bij het natieve eiwit gevolgd. Zoals uit tabel 9 blijkt, 
werden e r geen andere C-terminale aminozuren dan bij het natieve 
eiwit gevonden. De kwantitatieve waarden waren slechts een weinig 
hoger dan die van het natieve eiwit. Dit experiment wijst erop, dat 
α-crystall ine geen C-eindstandige aminozuren bezit die slechts na 
denaturatie reactief worden. 
T a b e l 9 
C-eindstandige aminozuren van α-crystal l ine in natieve vorm 
en na denaturatie met HCl. 
De hoeveelheden C-eindstandige aminozuren, 
gevonden bij de verschillende incubatietijden, 
werden uitgedrukt in molen per mol eiwit (1θ6) 
Aminozuren 
serine 
glutaminezuur 
glycine 
valine 
alanine 
leucine 
threonine 
α-crystalline natief 
30' 
17,72 
0.17 
+ 
2 uur 
19,00 
0,75 
1,29 
0,66 
0,67 
0,75 
0,62 
4 uur 
21,93 
0.95 
1,22 
0,41 
0.41 
0,57 
0,27 
7.30 
21,70 
1,21 
1,50 
0.97 
0,92 
0,77 
0,73 
23.30 
21,78 
1,77 
1,52 
0,93 
0,95 
+ 
α-crystalline 
gedenatureerd 
30' 
19,20 
1,48 
1,75 
0,47 
0.82 
0,36 
+ 
4 uur 
19,13 
0,81 
1,59 
0,88 
1,09 
0,70 
+ 
7.30 
23,28 
1.56 
1,63 
0,75 
0,83 
0,48 
+ 
20 uur 
23,40 
2,47 
2,17 
1,09 
0.94 
+ 
+ 
IV.3.3. O p t i s c h e r o t a t i e d i s p e r s i e ( O R D ) - m e t i n g e n a a n 
l e n s e i w i t t e n , in h e t b i j z o n d e r a a n a - c r y s t a l l i n e 
In figuur 25 is de Drude-grafiek weergegeven van α-crystalline, opge­
lost in 0,1 M Tris-buffer, pH 8,0, en van α-crystall ine, opgelost in 
water. In figuur 26 is de Moffitt-Yang-grafiek gegeven van α-crystal­
line in water en figuur 27 geeft de grafiek volgens Shechter en Blout 
van α-crystalline in 0,1 M Tris-buffer. In alle dr ie gevallen werd een 
str ikt l ineair verband gevonden. 
Op de wijze zoals dit in IV.2.2.4. is besproken, werden uit deze gra­
fieken de ro ta t ie-parameters , X
c
, a 0 e n b 0 , A |93 en A225 bepaald. Deze 
p a r a m e t e r s zijn samengevat in tabel 10. 
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Figuur 25 
De ORD-gegevens van a-crystalline 
uitgezet volgens de een-termige Drude-vergelijking 
Lijn 1, α-crystalline opgelost in water; lijn 2, a-crystalline opgelost in 0,1 M Tris 
buffer (pH 8,0). 
Bij α-crystalline werden deze p a r a m e t e r s verkregen uit de ORD-metin-
gen tot 300 m μ, bij de andere lenseiwitten werden hiervoor alleen de 
metingen tot 330 m μ en niet tot 300 m μ gebruikt, omdat de ORD-curve 
van laatstgenoemde eiwitten in de nabijheid van 280 m μ een anomaal 
gedrag vertoonde. Dit anomaal gedrag (Cotton-effect) bestond uit een 
daling (een trog) van de curve tussen de 280 en300 m μ. Dit Cotton-
effect is waarschijnlijk het gevolg van de absorptiebanden van de a r o ­
matische aminozuren, tyrosine en tryptofaan. Kortgeleden vermeldden 
Myers en Edsall (1965) soortgelijke Cotton-effecten bij menselijke 
koolzuuranhydrasen; een duidelijke interpretat ie van deze effecten, 
anders dan de hierboven genoemde, werd echter niet gegeven. Waarom 
dit effect niet bij a-crystal l ine werd waargenomen, kan niet geheel 
verklaard worden; mogelijk zijn de tyrosine- en tryptofaanresiduen bij 
α-crystall ine op een andere wijze dan bij de andere lenseiwitten in het 
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Figuur 26 
Moffìtt-Yanggrafiek van α-crystalline in water 
Voor λ 0 werd de waarde van 212 ιτιμ aangenomen (Urnes en Doty, 1961) 
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Figuur 27 
Shechter en Blout-grafiek van α-crystalline in 0,1 M Tris-buffer (pH 8,0) 
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eiwitmolecuul s t ructureel opgenomen. De lenseiwitten waren opgelost 
in water of in 0,1 M Tris-buffer, pH 8,0. In de tabel zijn tevens opge­
nomen de ro ta t ie-parameters van α-crystall ine in verschillende dena-
turatietoestanden. T e r vergelijking werden ook de rota t ie-parameters 
bepaald van 3 eiwitten, waarvan de conformatie reeds door andere onder­
zoekers was bepaald. 
De waarden van b 0 uit de Moffitt-Yang-vergelijking zijn voor de lens­
eiwitten zeer laag. Hieruit kan worden afgeleid dat deze eiwitten een 
laag a-helix-gehalte hebben. De lage waarde van XQ, uit de Drude-ver­
gelijking is h iermee in overeenstemming. Deze is van gelijke grootte 
als die van gedenatureerde eiwitten (zie b.v. de waarden van \
c
 van 
BSA en ß-lactoglobuline in 8 M ureum). Wij moeten echter bedenken 
dat genoemde vergelijkingen, die volgens Drude en Moffitt, de rota t ie-
dispers ie beschrijven van eiwitten die uitsluitend bestaan uit a-helix-
en ' random-coil ' -s t ructuren, doch geen informatie verstrekken over de 
aanwezigheid van andere geordende structuren, zoals b.v. β- of vouw­
bladstructuren. Het is dan ook niet mogelijk op grond van de b 0 -waarde 
het a-helixgehalte te berekenen, wanneer het niet zeker is dat e r in 
het eiwit geen andere structuren aanwezig zijn, tenzij men de bijdrage 
van deze andere structuren tot de b 0 -waarde kent. 
Aanwijzingen over het voorkomen van andere s tructuren, naast genoem­
de α-helix en ' random-coil ' , kunnen wel verkregen worden uit de m e ­
thode volgens Shechter en Blout. Volgens deze onderzoekers geven ei­
witten, die uitsluitend uit α-helix en ' random-coil ' bestaan, in de gra­
fiek van A193 tegen A225 punten die op een rechte lijn liggen. 
Daarentegenlagendepunten voor eiwitten, waarbij op grond van andere 
experimenten afwijkende structuren vermoed werden, buiten deze a-
helix-lijn. Met behulp van de A193- en A225- waarden van polyglutamine-
zuur (bij verschillende pH's) en van runder-serumalbumine werd de 
rechte geconstrueerd die behoort bij de a-helix-en de ' random-coi l ' -
s tructuren. 
Deze lijn is in fig. 28 gestippeld weergegeven. De getrokken lijn in de 
figuur is de lijn van Polypeptiden en eiwitten, met α-helix en ' random-
coil '-s tructuren. in organische oplosmiddelen. Deze lijn werd overge­
nomen uit de publikatie van Shechter en Blout (1964 a, b). In deze gra­
fiek van A225 tegen A193 zijn deORD-parameter s van de lenseiwitten, 
ß-lactoglobuline en IgG-globulineuitgezet en in fig. 29 op een vergrote 
schaal de pa ramete r s van α-crystalline in diverse oplosmiddelen. Uit 
het feit dat de punten van de lenseiwitten gedeeltelijk samenvallen of 
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T a b e l 10 
Eiwit 
1 runder serumalbumine 
2 runder serumalbumine 
3 runder serumalbumine 
4 runder serumalbumine 
5 ß-lactoglobuline 
6 ß-lactoglobuline 
7 ß-lactoglobuline 
8 IgG-globuline 
9 crystal l ine, fractie В 
10 crystall ine, fractie С 
11 crystall ine, fractie D 
12 crystall ine, fractie E 
23ß s - c rys t a l l i ne 
24ß s - c rys t a l l i ne 
13 α-crystall ine 
14 α-crystal l ine 
15 α-crystall ine 
16 α-crystal l ine 
17 α-crystal l ine 
18 α-crystal l ine 
19 α-crystal l ine 
20 α-crystall ine 
21 α-crystal l ine 
22 α-crystall ine 
Oplosmiddel 
water 
t r i s 
0,1 M NaCl 
t r i s + 8 M ureum (30 uur) 
water 
t r i s 
t r i s + 8 M ureum (20 uur) 
t r i s 
t r i s 
t r i s 
t r i s 
t r i s 
t r i s 
t r i s + 8 M ureum 
water 
t r i s 
2-chloorethanol 
t r i s + 8 M ureum 
t r i s + 8 M ureum (24 uur) 
t r i s + 8 M ureum (65 uur) 
t r i s (ureum verwijderd 
door dialyse) 
HCl, pH 2,7 
NaOH, pH 11,0 
NaOH, pH 12,2 (24 uur) 
Gewijzigde 
twee-termige 
Drude 
vergelijking 
A 1 9 3 
+1236 
+1128 
+1075 
- 267 
+ 280 
+ 51 
- 338 
- 282 
- 151 
- 126 
- 147 
- 122 
- 121 
- 162 
- 70 
- 125 
+1395 
- 266 
- 400 
- 560 
- 79 
- 234 
- 191 
- 209 
A 225 
-1158 
-1083 
-1067 
- 383 
- 344 
- 270 
- 319 
- 88 
- 129 
- 169 
- 161 
- 102 
- 161 
- 217 
- 188 
- 169 
- 985 
- 209 
- 278 
- 245 
- 228 
- 386 
- 311 
- 327 
Moffitt-Yang 
vergelijking 
bo 
-344 
-320 
-313 
- 36 
- 75 
- 45 
- 15 
+ 19 
- 5 
- 12 
- 14 
- 7 
- 11 
- 25 
- 19 
- 13 
-336 
- 2 
- 6 
+ 3 
- 32 
- 47 
- 24 
- 24 
a
o 
-298 
-304 
-320 
-654 
-166 
-265 
-640 
-334 
-271 
-295 
-300 
-226 
-281 
-375 
-272 
-295 
+ 30 
-457 
-639 
-731 
-323 
-625 
-514 
-548 
Een-termige 
Drude 
vergelijking 
* c 
(263) 
(258) 
(257) 
219 
247 
232 
216 
208 
215 
219 
220 
218 
220 
222 
223 
218 
(303) 
215 
216 
212 
220 
223 
219 
218 
M 233 
-2000 
-1350 
-1750 
-2450 
-2150 
-2500 
zeer dicht bij elkaar liggen, kan de conclusie getrokken worden, dat 
deze eiwitten onderling weinig of niet verschillen in conformatie. Boven-
dien suggereert de plaats van de punten buiten deze- a-helix-lijn, dat de 
lenseiwitten naast a-helix-en ' random-coi l ' - s t ructuren ook andere 
regelmatige structuren bevatten. Dit geldt ook voor ß-lactoglobuline 
en IgG-globuline. Deze eiwitten bevatten dus structuren waarvan de 
ORD verschilt van die van de α-helix en 'random coil ' . 
'225 
-юоо 
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Figuur 28 
Grafiek van A225 tegen Аі$з voor PGA en sommige eiwitten 
Wat betreft de nummering, zie tabel 10. 
PGA opgelost in water, pH 4,66 Π ; pH 5,34 И ; pH 8,14 • . 
Effect van ureum, zuur, alkali en 2-chloorethanol op de ORD van a-
crystal l ine 
Figuur 29 toont dat, na behandeling met 8 M ureum, zuur en alkali, de 
ORD-parameters van het gedenatureerde eiwit wel liggen op of nabij 
de α-helix lijn. Dit duidt erop dat bovengenoemde 'afwijkende' s t r u c ­
tuur voor een groot deel of volledig verdwijnt bij denaturat ie. 
Rotatieparameters vandeooglenseiwitten, ß-lactoglobuline, runder-serumalbumine 
en IgG-globuline, berekend met behulp van de Drude-, Moffitt-Yang- en Shechter-
Blout-vergelijkingen. De inwerkingstijd van de denaturerende reagentia is tussen 
haakjes geplaatst wanneer deze langer is dan 2 uur. 
tris betekent 0.1 M Tris-buffer, pH 8,0. 
De waarden van R' 233 zijn bepaald voor de eiwitten, opgelost in water. 
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Verder blijkt de denaturatie door ureum afhankelijk te zijn van de tijd. 
Dit toont figuur 29. 
1 0 0 0 -
«225 
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Figuur 29 
Grafiek van A225 tegen -Aj^ j voor α-crystalline in verschillende oplosmiddelen 
Voor de nummering, zie tabel 10. 
De getrokken lijn is de 'a-helix-lijn' van eiwitten in water. 
Wanneer nl. onmiddellijk na het oplossen van het eiwit in Tris-buffer, 
d i e 8 M u r e u m b e v a t , d e O R D - c u r v e werd opgenomen, dan werden waar­
den gevonden voor A193 en A225 die, uitgezet in de grafiek, een punt 
gaven dat ligt tussen dat van het natieve eiwit en de a-helixlijn. 
Berst nadat het eiwit gedurende 24 uur met 8 M ureum was behandeld, 
werd een punt óp de lijn verkregen. Een langere behandeling met ureum 
deed dit verschuiven naar het punt dat de ' random-coi l ' - s t ruc tuur r e -
presenteer t . 
Uit het werk van Bloemendal et al . (1962) en dat van Spector en Katz 
(1965) is gebleken dat α- j rys ta l l ine onder invloed van ureum disso­
cieert in een aantal subeenheden (zie IV.3.5.). 
Daar deze dissociatie parallel lijkt te lopen met het verdwijnen van de 
'afwijkende' s tructuur ligt het voor de hand te veronderstellen, dat het 
deze s tructuur is, die de subeenheden in het naneve eiwit bijeenhoudt. 
De subeenheden kunnen op zich verder uit een mengsel van α-helix- en 
' random-coi l ' -s t ructuren bestaan. Ook bij ß-lactoglobuline verschuift 
het punt naar de a-helixlijn na denaturatie met ureum. De denaturatie 
door ureum van het α-crystalline blijkt reversibel te zijn. Na verwij­
dering van het ureum, door dialyse tegen Trisbuffer uit de eiwitoplos­
sing, werd een punt in de grafiek van Ai93 tegen A225 verkregen, dat 
ligt in de nabijheid van dat van het eiwit voor de behandeling. 
Ook de resultaten van het ultracentrifuge-onderzoek van Bloemendal 
et al. (1962) en van Björk (1964, a) wezen op het reversibel-zijn van de 
desaggregatie. 
Eenzelfde verschuiving naar de a-helixlijn werd waargenomen wanneer 
het eiwit met zuur (HCl, pH 2,7) of met alkali (NaOH, pH 11,0 en 12,2) 
werd behandeld, doch een afhankelijkheid van de tijd werd hierbij niet 
geconstateerd. De gevonden punten liggen hoger op de lijn dan na de 
behandeling met ureum, hetgeen erop wijst, dat het eiwit na behande-
ling met zuur en alkali een hoger a-helixgehalte bevat dan na de ureum-
behandeling. Daar het bekend is dat a-crystalline onder invloed van 
zuur en alkali dissocieert in subeenheden (Bloemendal et al., 1962; Bon 
en Ruttenberg, 1964; Spector en Katz, 1965) kan ook hier de conclusie 
worden getrokken, dat de 'bijzondere' structuur verband houdt met de 
binding van de subeenheden in het natieve eiwit. 
De parameters van α-crystalline in 2-chloorethanol (100%) liggen dicht­
bij de lijn die Shechter en Blout bepaalden voor eiwitten met een a-
helix-structuur in organische oplosmiddelen. 
De afwijking van de lijn is niet groter dan genoemde onderzoekers voor 
andere eiwitten vonden. Het punt ligt ter hoogte van het punt van runder-
serumalbumine, dat een a-helixgehalte van ongeveer 50% bezit. 
Ook in 2-chloorethanol verdwijnt de'bijzondere' structuur en deze gaat 
waarschijnlijk over in een helixvorm, daar het helixgehalte in 2-chloor­
ethanol veel hoger is dan dat van het natieve eiwit. Ook hier gaat dit 
verschijnsel gepaard met een dissociatie. Bij sedimentatie-onderzoek 
in de ultracentrifuge werd een S2ü,w-waarde van 1,2 verkregen in plaats 
van een S20 w v a n -^ v a n het natieve eiwit. * 
ORD-curve in het golflengtegebied van 220-300 πιμ 
De ORD-curven van de lenseiwitten tussen 220-300 πημ zijn in fig. 30 
gegeven. Wegens de hoge absorptie van de Tris-buffer in dit golflengte-
* Wij zijn Drs. J.A.L.I. Walters en Mejuffrouw O.G.U. Koel van het Laboratorium 
voor Fysische Chemie (Directeur: Prof. Dr. G.A.J. van Os), Katholieke Univer­
siteit te Nijmegen, erkentelijk voor het bepalen van de sedimentatie-coëfficiën-
ten. 
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gebied, werden de eiwitten in water opgelost. Alle lenseiwitten ver­
toonden een lage trog bij 233 ιημ (negatief Cotton-effect). Volgens Sim­
mons et al . (1961) is de grootte van de rotat ie bij deze golflengte een 
maat voor het a-helixgehalte van het eiwit. In tabel 10 zijn de Н ^ З З -
waarden voor de diverse lenseiwitten samengevat. Zoals de tabel toont, 
liggen deze waarden tussen -1350 en -2500. 
+ 2 0 0 0 -
+ 1000 -
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- 3 0 0 0 
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Figuur 30 
ORD-curven van de lenseiwitten en ß -lactoglobuline 
in het golflengtegebied van 220-300 τημ. 
Wegens de hoge absorptie van de buffer in dit gebied werden de eiwitten in water 
opgelost. 
De in de literatuur opgegeven R^Sß-waarden voor een volledige a-
helix variëren tussen de- 12.000 en de - 18.000 en voor 'random-coil1-
structuren tussen de - 1800 en de - 20Ό0. 
Uit deze cijfers kan worden afgeleid, dat de lenseiwitten weinig of geen 
α-helix bevatten, doch ook hier geldt weer dat uit genoemde berekening 
alleen conclusies getrokken kunnen worden, wanneer geen andere struc­
turen aanwezig zijn. 
Resumerend kan gezegd worden, dat α-crystalline (en dit geldt ook voor 
de andere lenseiwitten) in zijn natieve vorm waarschijnlijk bestaat uit 
een mengsel van a-helix, 'random-coil' en een onbekende structuur (of 
structuren) en dat laatstgenoemde structuur de subeenheden in het na­
tieve eiwit bijeenhoudt. Onder invloed van ureum, zuur, alkali en 2-
chloorethanol verdwijnt deze structuur en het eiwit dissocieert in sub­
eenheden. De conformane van de subeenheden bestaat waarschijnlijk 
uit a-helix en 'random coil'. 
Het helixgehalte van de individuele subeenheden wordt verlaagd door 
ureum, maar sterk verhoogd door 2-chloorethanol. Op de aard van de 
'bijzondere' structuur zal in de discussie nader worden ingegaan. 
IV.3.4. I n f r a r o o d - s p e c t r u m 
Om steun te vinden voor bovengenoemde hypothese werd het infrarood-
spectrum van α-crystalline opgenomen. Polypeptiden en eiwitten ver­
tonen in het infrarood sterke absorptiebanden bij ongeveer 3300 cm-1 
(amide A), 3100cm"l(amideB), 1650cm-l(amidel)en 1550 cm-l(amide 
II), die karakteristiek zijn voor de CONH-groepen (Sutherland, 1952; 
Beer et al,, 1959). De frequenties van de amide I-en de amide II-band 
zijn afhankelijk van de conformatie. In tabel 11 zijn de amide I en de 
amide II-frequenties samengevat, die door Krimm (1962) voor de ver­
schillende conformaties werden berekend. Uit de plaats van de amide 
I- en amide II-banden kunnen dus aanwijzingen verkregen worden over 
de aard van de conformatie. 
In figuur 31 is het infrarood-spectrum van α-crystalline weergegeven, 
dat met een Beekman Model IR-8-spectrofotometer werd opgenomen. 
De amide I-band heeft een maximum bij 1629 cm~l. Aan de kant van de 
hogere frequenties vertoont de curve een duidelijke asymmetrie met 
twee zwakke maar reproduceerbare schoudert jes bij ongeveer 1650 
cm~l en 1680 cm-1. 
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T a b e l 11 
Berekende amide I en amide II frequenties 
voor verschillende conformaties van polypeptide-ketens 
(naar Krimm, 1962) 
Conformatie 
Ongeordend 
Nylon 66 
Vouwblad (ß)-structuur 
met ant i-paral lel le ketens 
Vouwblad (ß)-structuur 
met paral lel le ketens 
Vouwblad (ß)-structuur 
met paral lel le , polaire ketens 
α-helix 
Poly-clycine II 
Amide I 
cm-1 
1658 
1640 
1685 (zw) 
1632 (s) 
1668 (zzw) 
1648 (zw) 
1632 (s) 
1648 (s) 
1632 (zzw) 
1650 (s) 
1646 (zw) 
1624 (zzw) 
1648 (s) 
Amide II 
cm-1 
1520 
1540 
1530 (s) 
1510 (zw) 
1550 (zw) 
1530 (s) 
1550 (zw) 
1550 (s) 
1530 (zw) 
1516 (zw) 
1546 (s) 
1548 (s) 
1531 (zw) 
s = sterk; zw = zwak; zzw = zeer zwak 
transmissie f%) 
I i l 
4000 3000 2500 2000 1500 1300 1200 1100 1000 900 800 700 650 625 
golfgetol (cm-1) 
Figuur 31 
ïnfrarood-spectrum van a-crystalline 
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In het frequentiegebied van 1500-1550 cm" 1 werd een brede band waar-
genomen met maxima bij ongeveer 1540 c m - \ 1525 cm'^-en 1510 c m " l . 
Deze frequenties zowel van de amide I-band als die van de amide Il-band 
komen overeen met die welke Krimm (1962) berekende voor resp . a -
helix, ß-conformatie met anti-paral lel le ketens en ongeordende s t ruc -
turen. In een ander experiment werden de spectra van a-crystal l ine, 
runder-serumalbumine (50% α-helix) en van het natriumzout van poly-
glutaminezuur ('random coil') onder identieke experimentele omstan­
digheden op hetzelfde recorderpapier opgenomen. 
2000 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 
gollgelal (cm3) 
Figuur 32 
Infrarood-spectravana-crystalline (2), runder-serumalbumine (1) 
en van natrium-polyglutaminaat (3) 
Uitsluitend het frequentiegebied van 2000 cm-1 tot 1200 c m - 1 is weergegeven. 
In fig. 32 is het frequentiegebied van 2000 cm-1 tot 1200 cm-1 weerge­
geven. In de figuur is te zien, dat het maximum van de amide I-band van 
α -crystal l ine duidelijk t .o.ν. die van serumalbumine i s verschoven n a a r 
lagere frequentie, hetgeen bij aanwezigheid van ß-conformatie te ver -
i l ! 
wachten i s . 
De frequentie van de amide II band van het serumalbumine is gelijk aan 
die welke Krimm berekende voor een α-helix ni. 1650 c m " l . 
Dit experiment sluit tevens artefacten uit, die tengevolge van eventuele 
technische of instrumentele onvolkomenheden,in het eer s te experiment 
ontstaan zouden zijn. 
IV.3.5. S u b e e n h e d e n 
a. Dissociatie van α-crystal l ineonder invloed van ureum in zuur milieu 
Zoals uit figuur 33 blijkt, vertoont α-crystall ine in zure ureumgels 
(voor bereiding van de gel en de experimentele omstandigheden, zie 
IV.2.2.6.) een elektroforese-patroon, bestaande uit d r ie met amidozwart 
kleurbare banden. Deze banden werden aangeduid met А, В en C, ge­
rekend vanaf de opbrengplaats. 
ш 
в с 
Figuur 33 
Elektroforese van α-crystalline in 6 M ureum-zetmeelgel, pH 2,6 
Eiwitconcentratie: 0,5%. Experimentele gegevens: 6 V/cm, 24 uur bij 4 0 C. 
De 3 banden werden vanaf de opbrengplaats aangeduid met А, В en C. 
Dekleurintensiteit van de banden verschilt; uit een aantal densitogram-
men werd een intensiteitsverhouding bepaald van ongeveer 1 : 6 : 3 
(A : В : С). 
Aanvankelijk werd de elektroforese uitgevoerd bij pH 3,1 en met 8 M 
ureum. Later bleek dat een even goede zo niet betere scheiding werd 
verkregen, wanneer de gelbuffer in pH werd verlaagd tot 2,6. Ook de 
ureumconcentratiekon verlaagd worden tot 6 M, hetgeen de consistentie 
van de gel ten goede kwam. 
In de verdere loop van het onderzoek werden de meeste elektroforese-
experimenten onder laatstgenoemde experimentele omstandigheden uit­
gevoerd. 
Ook de invloed van enige bewerkingen op het eiwit voorafgaande aan 
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de elektroforese, werd nagegaan. Incubatie gedurende enkele uren van 
het eiwit met ureum bleek geen invloed te hebben op het elektroforese-
patroon. Ook voorafgaande reductie van het eiwit met 2-mercapto-
ethanol en blokkering van de SH-groepen met joodacetamide (methode 
van Edelman en Poulik, 1961) leverde geen verandering op. 
In overeenstemming hiermee had het toevoegen van 2-mercapto-ethanol 
aan de gelbuffer geen invloed. Dat wij te maken zouden hebben met 
metastabiele i someren kon door een experiment, waarbij na elektro-
forese de banden werden uitgesneden en opnieuw onderworpen werden 
aan een tweede elektroforese, uitgesloten geacht worden. Bij re -e lek-
troforese gaf elke band namelijk weer een band met dezelfde mobiliteit 
als die in de eers te elektroforese. Ook de invloed van de ureumconcen-
t ra t ie van de gel op het patroon werd nagegaan. 
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Figuur 34 
Elektroforese van a -crystalline in zetmeelgel (pH 2,6) 
bij verschillende ureumconcentraties 
Eiwitconcentratie: 2%. 
hifiguur 34 zijn de resultaten weergegeven. Terwijl bij 2 M het e lektro-
forese-patroon gelijkvormig is aan dat van de hogere ureumconcentra-
t ies , i s het patroon bij 4 M vrijwel identiek aan dat van 6 en 8 M ureum. 
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De mobiliteiten van de banden bij de lage ureumconcentrat ies waren 
echter aanzienlijk hoger dan die van hogere concentraties en deze nemen 
in de reeks van 2 M naar 8 M in waarde af. Voor dit verschijnsel hebben 
wij nog geen duidelijke verklaring. Ook in het experiment waarbij geen 
ureum aan de gel werd toegevoegd, werd een scheiding in twee, zij het 
vage, banden waargenomen. Werd deze elektroforese uitgevoerd bij pH 
2,0 of pH 1,8, dan werd in plaats van de vage kathodische band, een 
scherpe band gevonden, identiek aan de kathodische band (subeenheid C) 
van de ureumgels . Dit laatste bleek uit een experiment, waarbij deze 
band uit de s terk zure gel werd gesneden en vervolgens geëlektroforeerd 
in de ureumgel. De meer naar de opbrengplaats gelegen vage band ver -
toonde ook wanneer de elektroforese werd uitgevoerd bij pH 1,8, een 
uitgesmeerd karakter . 
Re-elektroforese van delen van deze band in ureumgel toonde aan, dat 
deze band identiek is aan die van subeenheid B. 
b. Immunologisch onderzoek van de subeenheden А, В en С 
De dr ie subeenheden werden d.m.v. de Ouchterlony-methode op hun 
immunologische activiteit onderzocht. Hiertoe werd na elektroforese 
inde zure ureumgel de bovenste gellaag gekleurd en op geleide van de 
gekleurde laag uit de onderste laag de 3 banden А, В en С gesneden. 
Vervolgens werden de gelstukjes als zodanig of na bevriezen en ont­
dooien in een Ouchterlony-plaat onderworpen aan een diffusie tegen 
antiserum, gericht tegen cortex-extract of tegen a-crystal l ine. Ook 
werden de subeenheden d.m.v. preparat ieve zetmeelgel-elektroforese 
verkregen. De subeenheden werden, na uitsnijden van de banden, geëx-
traheerd door herhaald bevriezen en ontdooien van de gel, gevolgd door 
centrifugeren in z.g. f i l tratiebekers en droogvriezen van de verkregen 
oplossingen. 
Subeenheid A vertoonde bij immuno-diffusie geen of een zeer zwakke 
react ie met antiserum tegen α-crystal l ine of met een antiserum tegen 
lenscortex (zie figuur 35). Deze waarneming komt overeen met die van 
Björk (1964 a), die vond dat twee fracties uit de chromatografie van 
a-crys ta l l ine over DEAE-cellulose in ureum geen of een zeer zwakke 
reac t ie gaven met een antiserum tegen dit eiwit. 
Daarentegen werden bij de react ie van subeenheid В met antiserum 
tegen lenscortex 3 precipitinelijnen gevonden, waarvan een zwak. 
Wanneer deze subeenheid echter werd vergeleken met het natieve a-
crystall ine, dan bleek dat één van de 4 lijnen van het natieve eiwit niet 
overliep in een van de lijnen van de subeenheid. Dit wijst erop, dat een 
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van de determinanten van het natieve eiwit niet in de subeenheid В aan­
wezig i s . Ook het reactiepatroon van subeenheid С vertoonde enige 
lijnen. Meestal werden 2 lijnen waargenomen. Evenals bij В bleken bij 
vergelijking met het natieve eiwit, enige lijnen van het natieve eiwit 
niet over te lopen in de lijnen van C. 
Figuur 35 
Vergelijking door middel van de Ouchterlony-methode van a-crystalline 
met de subeenheden At В en С 
Antiserum: L 8. De diffusie vond plaats gedurende 48 uur bij 20oC. De subeenhe­
den werden verkregen door uitsnijden van de overeenkomstige banden uit een zure 
ureumgel (pH 2,6; 6 M ureum) waarin een 6%-oplossing van α-crystalline was ge-
elektroforeerd. 
Of subeenheid В immunologisch identiek is aan С of hiervan verschilt, 
kannognie tmet zekerheid worden gezegd. Het grotere aantal lijnen dat 
bij В gevonden werd, wijst wel op een verschil in aantal determinanten. 
Een enkel experiment waarbij een proefopstelling volgens Poulik (1963) 
werd gebruikt, wees op een mogelijke part iële identiteit van В en С 
с. Dissociatie van α-crystall ine onder invloed van ureum in alkalisch 
milieu 
Een veel complexer patroon werd verkregen wanneer α-crystal l ine 
werd onderworpen aan een zetmeelgel-elektroforese in 7 M ureum bij 
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pH 8,6 (methode van Wake en Baldwin) (figuur 36). 
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Figuur 36 
Elektroforese van a-crystalline in 7 M ureum-zetmeelgel 
0,076 M Tris-citroenzuur, pH 8,6; 7 V/cm, 18-24 uur. Eiwitconcentratie: 0,5%. 
De banden werden vanaf de opbrengplaats genummerd. 
Terwijl meesta l 13-15 banden werden waargenomen, werden in sommige 
experimenten zelfs 16-17 banden geteld. Het verkregen patroon komt 
overeen met hetgeen door Bloemendal et al. (1962) onder gelijke proef-
omstandigheden werd gevonden. 
De banden werden vanaf de opbrengplaats genummerd. 
Een experiment, waarbij de banden uit de ongekleurde plaat werden 
gesneden en opnieuw geelektroforeerd, toonde aan dat het grote aantal 
banden niet het gevolg was van metastabiele i someren. Een andere ver­
klaring voor dit grote aantal zou kunnen zijn dat een aantal van deze 
banden het gevolg is van een react ie van de aminogroepen van het eiwit 
met het isocyanaat, dat zich volgens Stark et al . (I960) bij neutrale en 
alkalische pH in ureumoplossingen bevindt, vooral wanneer deze oplos­
singen worden verwarmd. 
Wanneer a-crystal l ine gedurende 3 dagen werd geïncubeerd met een 
ureumoplossing, die voor de incubatie gedurende tien minuten tot 70oC 
was verhit, en vervolgens geelektroforeerd, dan werd een vrijwel iden-
tiek patroon verkregen als wanneer deze incubatie niet had plaatsge-
vonden. 
Alleen de banden 2 en 4 waren ten koste van 1 en 3 in intensiteit toege-
nomen. Reductie en alkylering van het eiwit voorafgaande aan de elektro-
forese, brachten ook geen verandering teweeg in het elektroforese-
patroon. Wel bleek e r enig, zij het gering, verschil te bestaan tussen de 
patronen van de diverse subfracties (zie IV.3.6.) van a-crysta l l ine . 
Figuur 37 toont de elektroforese-patronen van subfractie I en 4 van 
116 
α-crysta l l ine. Deze subfracties omvatten het elektroforetisch lang­
zaamste r e s p . snelste deel van de a-crystall inen. 
I 
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Figuur 37 
Elektroforese van subfractie 1 (a) en subfractie 4 (b) 
van a-crystalline in 7 M ureumgel, pH 8,6 
Deze subfracties werden door chromatografie over TEAE-cellulose uit α-crystal­
line verkregen (zie flg.42B). 
De kleurintensiteit van de banden 1, 2 en 6 van subfractie 1 is groter 
dan die van de overeenkomstige banden van fractie 4; daarentegen heb­
ben van laatstgenoemde fractie de m e e r anodisch gelegen banden (14, 
15 en 16) een grotere intensiteit. 
In het kader van het vergelijkend onderzoek van de lenseiwitten van 
verschillende dieren zijn de a-crystal l inen van r e s p . kalf, paard, var­
ken, kip en kikker onderworpen aan een elektroforese in alkalische 
ureumgels . 
Deze a-crystal l inepreparaten, verkregen door chromatografie over 
SephadexG-200'superfine', bevatten, met uitzondering van het α-cry­
stalline van kikker, dat nog'verontreinigd' was met ß-crystal l ine, geen 
andere lenseiwitten. De fracties 1 en 2 uit het Sephadex-chromatogram 
van sepialensextract werden ook onderzocht. De eiwitconcentraties 
waren identiek en gelijk aan 0,5%. Zoals uit figuur 38 blijkt, vertonen 
de onderzochte a-crystallinen alle een gecompliceerd beeld, bestaande 
uit een groot aantal banden, die echter naar mobiliteit en intensiteit 
verschilden. Tussen de a-crystall inen van de zoogdieren werd de groot-
ste overeenkomst in lijnenpatroon waargenomen, terwijl die van kikker 
en kip daarvan afweken. De lijnenpatronen van de fracties van de sepia-
lens wijken dermate af, dat de conclusie gerechtvaardigd is , dat deze 
fracties geen a-crystall inen zijn, hiermee de waarnemingen, beschre-
ven in hoofdstuk II, ondersteunend. De intensieve band die deze fracties 
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Figuur 38 
Elektroforese in 7 M ureum-zetmeelgel, pH 8,6, van α-crystalline van rund (a), 
kalf (b), paard (с), varken (d), kikker (e), en kip (fi en van de fracties 1 en 2 
uit het Sephadex-chromatogram van sepialensextract 
(Zie hoofdstuk III) (g,h). Het nummeren van de banden (zie tekst) geschiedde vanaf 
de opbrengplaats. 
op de opbrengplaats geven, is het gevolg van het feit dat deze fracties 
moeilijk waren op te lossen in 7 M ureum. De waarneming van Zwaan 
(1963) dat α-crystall ine van kip uit 5-6 subeenheden zou bestaan, kon 
niet bevestigd worden, gezien het feit dat het door ons waargenomen 
lijnenpatroon niet minder complex was dan dat van r u n d e r - α - c r y s t a l ­
line. 
Hoewel de overeenkomst inde lijnenpatronen van de a-crystal l inen van 
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de zoogdieren groot is, zijn er bij nadere analyse toch enkele mar­
kante verschillen aan te wijzen. De meer anodisch gelegen banden, van 
rund en paard, zijn intensiever dan die van varken en kalf, terwijl de 
intensiteiten van band 1 en 6 daarentegen lager zijn. 
Ook de intensiteit van band 5 is hoger bij rund en paard dan de over­
eenkomstige banden van varken en kalf. 
Deze zelfde verschillen werden ook waargenomen tussen de lijnenpa-
tronen van de z.g. langzame en snelle a-crystallinen (zie figuur 37). 
In overeenstemming met de lagere elektroforetische mobiliteiten van 
de naticve a-crystallinen van kalf en varken, komen de lijnenpatronen 
van kalf en varken meer overeen met die van de langzame a-crystal-
In overeenstemming met de lagere elektroforetische mobiliteiten van de 
natieve a-crystallinen van kalf en varken, komendelijnpatronen van kalf 
en varken meer overeen met die van de langzame a-crystallinen. 
Bovengenoemde gegevens wijzen erop, dat de subeenheden van het a-
crystalline van de onderzochte zoogdieren zo niet identiek, dan toch 
zeer verwant zijn, doch dat de kwantitatieve verdeling van sommige 
subeenheden, in overeenstemming met de elektroforetische mobiliteit 
van het ongedissocieerde eiwit, bij deze zoogdieren niet gelijk is. 
Bij kikker en kip kunnen wij daarentegen een kwalitatief en kwantitatief 
andere opbouw in subeenheden verwachten. 
d. Elektroforese van de subeenheden В en С in alkalische ureumgels 
Deze subeenheden werden door middel van een preparatieve zetmeel-
gel-elektroforese (pH 1,8 en zonder ureum) geïsoleerd. Deze prepa-
raten gaven bij re-elektroforese in de zure ureumgels een enkelvou-
dige band. In alkalische ureumgels vertoonde С een patroon van 5 ban­
den, in mobiliteit overeenkomend met banden 1 t/m 5 van het totale 
α-crystalline in dezelfde gel (fig. 39). Ook subeenheid В is duidelijk 
heterogeen en geeft in alkalische ureumgels de meer anodisch gelegen 
banden uit het elektroforese-patroon van a-crystalline. Of subeenheid 
A ook heterogeen is, kon niet met zekerheid worden aangetoond. 
e. Partiële scheiding van de subeenheden d.m.v. gelfiltratie en ionen-
uitwisselingschromatografie 
e.l. Gelfiltratie over Sephadex G-100 in aanwezigheid van ureum of 
van 1 N propionzuur 
Het gieten van de kolom en de elutie werd uitgevoerd met een 0,2 M 
formiaatbuffer, pH 3,5, die 6 M ureum bevatte. Voorafgaande aan de 
chromatografie werd het α-crystalline (300 mg) gedurende 60 uur 
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Figuur 39 
Elektroforese in 7 M ureum-zetmeelgel, pH 8,6, van de subeenheden В en С 
bij 4 0 C met dezelfde buffer geïncubeerd. 
Zoals figuur 40 toont, werden twee pieken verkregen; de vorm van de 
tweede piek doet een grotere heterogeniteit veronderstel len. 
Eenzelfde patroon werd verkregen wanneer de ureumconcentratie in de 
elutiebuffer verhoogd werd van 6 M tot 8 M en ook wanneer de chroma-
tografie werd uitgevoerd in aanwezigheid van 1 N propionzuur zonder 
toevoegen van ureum. 
De eers te piek komt met het 'void'-volumen uit de kolom en duidt op de 
aanwezigheid van of geaggregeerd materiaal , of van niet-gedissocieerd 
eiwit. Bij een experiment, waarbij het eiwit voorafgaande aan de chro-
matografie gedurende 72 uur geïncubeerd werd met 1 N propionzuur, 
werd een grotere eers te piek waargenomen. 
De hoofdtop is zeer breed en strekt zich uit over een groot elutiegebied. 
Misschien hangt dit samen met de waarneming van Spector en Katz 
(1965)dat α-crystall ine bestaat uit een groep van aggregaten van ver­
schillende grootte, die bij dissociatie door 7 M ureum eenzelfde mole­
culaire distributie behouden (M
z
 : M
w
 = 2,0). 
Na dialyse en droogvriezen werden de fracties geanalyseerd door elek­
troforese in zure ureumgels (zie figuur 40, inzet). 
Fract ies 1 en 2 bevatten voornamelijk subeenheid A, verder wat van B, 
m a a r geen C. Karakterist iek voor deze fractie is de lange, uitgesmeerde 
band vanaf de opbrengplaats. In alle fracties van de hoofdtop werden de 
drie subeenheden А, В en С gevonden, hoewel de concentratie aan А 
lager is dan in het elektroforese patroon van het oorspronkelijke eiwit. 
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Figuur 40 
Chromatografie over Sephadex G-200 van a-crystalline in aanwezigheid van ureum 
300 mg α-crystalline werd opgelost in 8 ml elutiebuffer en gedurende 60 uur bij 400 
geincubeerd. 
Elutiebuffer: 0,2 M mierenzuur-Na-formiaatbuffer; pH 3,5, bevattend 6 M ureum. 
Chromatografie werd uitgevoerd bij kamertemperatuur. 
Kolomafmeting: 2,5 χ 97 cm. 
De cijfers duiden de fracties aan die voor verdere analyse gebruikt werden. 
Een identiek elutiepatroon werd verkregen bij chromatografie over G-100. 
In de inzet de analyse van de fracties in 6 M ureum-zetmeelgel, pH 2,6. 
Eiwitconcentratie: 0,5 %. 
Deze experimenten wijzen erop, dat gelfiltratie, in tegenstelling tot wat 
bij de IgG-globulinen werd waargenomen, niet de geschikte manier is 
om de subeenheden te scheiden, daar deze weinig of niet in moleculair 
gewicht verschillen. Enige experimenten met SE-Sephadex als chroma-
tografiemateriaal wijzen erop, dat hiermee een betere scheiding ver­
kregen kan worden. Daar dit onderzoek nog gaande is, zullen de resul­
taten onbesproken blijven. 
e,2, Chromatografie over DEAE-Sephadex in aanwezigheid van ureum 
α-Crystalline werd bij kamertemperatuur gechromatografeerd over 
DEAE-Sephadex in 7 M ureum. 600 mg eiwit werd gedurende 24 uur 
gedialyseerd tegen 0,005 M Na-fosfaatbuffer, pH 7,3, die 7 M ureum 
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Figuur 41 A en В 
Chromatografie over DEAE-Sephadex van α-crystalline in aanwezigheid van ureum 
Kolomafmeting: 2,5 χ 40 cm. 
600 mg α-crystalline werd opgelost in 15 ml bufferoplossing I en gedurende 60 uur 
hiertegen gedialyseerd. Stapsgewijze elutie met de volgende Na-fosfaatbuffers die 
7 M ureum bevatten: I: 0,005 M, pH 7,3; 11: 0,01 M, pH 6,8; III: 0,02 M, pH 6,3; 
IV: 0,03 M + 0,1 M NaCl, pH 5,7; V: 0,03 M + 0,5 M NaCl, pH 5,7. 
De fracties, aangeduid met cijfers, werden na concentreren door ultrafiltratie 
(methodeMies) geanalyseerd door elektroforese in alkalische ureumgels (pH 8,6). 
In het onderste gedeelte (fig.41B) van de figuur zijn de elektroferogrammen van 
deze fracties en van totaal α-crystalline half-schematisch weergegeven. 
b e v a t t e . De e l u t i e w e r d s t a p s g e w i j s u i t g e v o e r d m e t een d i s con t inu ï t e i t 
in pH en i o n e n s t e r k t e . 
F i g u u r 41 A en В toont het e l u t i e p a t r o o n . Het m a t e r i a a l o n d e r d e p i e k e n 
w e r d in 20 f r a c t i e s v e r d e e l d , g e d i a l y s e e r d en g e c o n c e n t r e e r d d o o r 
u l t r a f i l t r a t i e en g e a n a l y s e e r d in alkalische u r e u m g e l s (f iguur 41 B ) , 
Geen van d e f r a c t i e s was vol ledig h o m o g e e n , m a a r d e m e e s t e b e v a t t e n 
slechts twee componenten, terwijl het elektroforese-patroon van enkele 
fracties (9 t/m 14) wees op een grote homogeniteit. De elektrofore-
tische mobiliteiten van de componenten uit de fracties waren vrijwel, 
met uitzondering van fractieS, in overeenstemming met de volgorde van 
de elutie van deze fracties. 
IV.3.6. C h r o m a t o g r a f i s c h e h e t e r o g e n i t e i t v a n 
a - c r y s t a l l i n e 
In de volgende paragrafen zullen een aantal experimenten besproken 
worden die erop duiden, dat α-crystalline geen strikt homogeen eiwit 
maar een populatie van eiwitmoleculen is, m.a.w. dat α-crystalline 
microheterogeen* is. 
Papaconstantinou et al. (1962) verkregen door chromatografie over 
DEAE-cellulose met een stapsgewijze elutie uit a-crystalline, bereid 
door iso-elektrische precipitatie, 4 hoofdfracties, die in elektrofore-
tische mobiliteit en in molecuulgewicht verschilden. Ook Schmidt 
nam eenzelfde scheiding waar bij chromatografie over DEAE-cellulose 
van α-crystalline, geïsoleerd door zetmeelblok-elektroforese (Schmidt 
en Ten Cate, 1960, 1962). 
Björk (1963), daarentegen, verkreeg bij chromatografie over DEAE-
cellulose slechts twee fracties (α1 en α") wanneer hij uitging van a-
crystalline van jonge dieren (1 week - 3 maanden) en zelfs slechts 1 
fractie bij chromatografie van a-'crystalline van volwassen dieren 
(ouder dan 1 jaar). Deze onderzoeker voerde echter, in tegenstelling 
tot Papaconstantinou en Schmidt, de chromatografie uit met een con­
tinuegradiënt. Hij weet het verschil in scheiding aan het feit dat staps-
gewijze elutie artefacten geeft bij scheiding. Tevens wees hij erop, dat 
Papaconstantinou et al. uitgingen van een iso-elektrisch a-crystalline-
preparaat, waarvan bekend is dat het met andere lenseiwitten 'veront-
reinigd' is. 
Wij hebben dat probleem nader onderzocht, door uit te gaan van een 
a-crystallinepreparaat, dat geen andere lenseiwitten bevatte, en door 
dit preparaat te onderwerpen aan een chromatografie over TEAE-cel-
lulose, met zowel een continue als een discontinue gradiënt-elutie, 
waarbij in het laatste geval de verkregen fracties aan een rechromato-
grafie werden onderworpen. Deze rechromatografie dient om de echt-
heid van de verkregen scheiding te verifiëren. 
* Deze term werd ingevoerd door Ross Colvin et al. (1954) om kleine verschillen 
aan te geven tussen individuele eiwitmoleculen in een eiwitpreparaat. 
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a. Scheiding over TEAE-cellulose met een continue gradient 
De gradient was een concave gradiënt van 0,005 M Tris-HCl, pH 7,3, 
dat 0,1 M NaCl bevatte naar 0,005 M Tris-HCl, pH 7,3, waaraan 1 M 
NaCl was toegevoegd. Twee experimenten werden uitgevoerd, waarbij 
de concave vorm van de gradiënt verschilde, In beide gevallen werd een 
brede, asymmetrische enkelvoudige piek verkregen, Agar- en immuno-
elektroforetische analyse van een aantal subfracties van deze piek ver-
toonden een verschil in elektroforetische beweeglijkheid tussen de frac-
ties van de voor- en achterzijde van de piek. 
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De achterste fracties hadden een grotere mobiliteit dan de voorste. 
b. Stapsgewijze elutie 
Een geheel ander patroon werd verkregen wanneer hetzelfde eiwit 
gechromatografeerd werd over TEAE-cellulose met een stapsgewijs 
elutiescherfia (figuur 42 A, B). 4 - 5 Iloofdpieken werden verkregen met 
daarnaast nog een aantal kleinere pieken. 
De reproduceerbaarheid van de scheiding was goed. I Iet materiaal onder 
elke piek werd van twee volkomen identieke experimenten verzameld, 
gedialyseerd en drooggevroren. Elke fractie werd gescheiden weer op 
de kolom gebracht en aan eenzelfde elutieschema onderworpen. Bij deze 
rechromatografie kwam in grosso modo elke fractie bij dezelfde elutie-
buffer uit de kolom als in het oorspronkelijke chromatogram. Dit expe-
riment bewijst dat de oorspronkelijke scheiding in 4 fracties een echte 
en geen artificiële scheiding was. 
De vier hoofdfracties werden na rechromatografie geanalyseerd m.b.v. 
immuno-elektroforese. Zoals figuur 43 toont, is er een verschil in elek-
troforetische mobiliteiten van de dieptepunten der lijnen tussen deze 
fracties, overeenkomstig de plaats van de fracties in het elutiepatroon. 
Deze fracties werden ook geanalyseerd met de Ouchterlony-methode. 
Elk van de 3 onderzochte fracties vertoont eenzelfde patroon van 4 
lijnen (figuur 44). Daar de lijnen volkomen in elkaar-o vergingen,, kan 
de conclusie getrokken worden dat de fracties immunologisch identiek 
zijn. Het aantal lijnen dat elke fractie geeft, duidt erop dat elke fractie 
op zichzelf immunologisch heterogeen is (zie verder IV.3.6.). 
M Figuur 42 
A. Chromatografie van a-crystalline over TEAE-cellulose 
500 mg α-crystalline werd opgelost en gedialyseerd 24 uur tegen buffer I. Kolom­
afmeting: 2,5x36 cm. Elutie: stapsgewijs met de volgende buffers: I: 0,005 M Na-
fosfaat, pH7,3; 11:0,08 M Na-fosfaat, pH 6,8; III: 0,08 M Na-fosfaat + 0,04 M KaCl, 
pH 6,8; IV: 0,08 M Na-fosfaat + 0,08 M NaCl, pH 6,8; V: 0,08 M Na-fosfaat + 0,24 
M NaCl, pil 6,8; VI: 0,08 M Na-fosfaat + 0,40 M NaCl. pH 6,8. 
Aan alle buffers werd een met ammonia op pH 6,8 gebrachte E.D.T.A.-oplossing 
toegevoegd tot een concentratie van IO" 4 M. 
. De middengedeelten van de hoofdstoppen werden verzameld uit twee identieke chro-
matogrammen en na dialyse en droogvriezen onderworpen aan rechromatografie. 
B. Elutiepatronen van de rechromatografie van de fractie 1 t/m 4 uit het 
voorafgaande chromatogram 
Kolomafmeting: 1,5 χ 36 cm. 
Van de middengedeelten van de hoofdtoppen werden de aminozuursamenstellingen 
bepaald. 
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Figuur 43 
Tmmuno-elektraforese van corte χ-extract (1), van a-crystalline (2) 
en van de subfracties 1 t/m 4, na rechromatografie, van α-crystalline (6, 5, 4 en 3) 
Dezeelektroforese werd uitgevoerd op een glasplaat van 7 χ 10 cm. Antiserum: L 4. 
Eiwitconcentratie: 2%. 
Van elke fractie werd ook de aminozuursamenstell ing bepaald. Daar 
vergelijking van de fracties onderling bij deze bepaling voorop stond 
en de hoeveelheid mater iaa l die ons t e r beschikking stond gering was, 
werd slechts een hydrolyse (24 uur) uitgevoerd. In tabel 12 zijn de 
resultaten weergegeven. De waarden van ser ine, threonine en ammonia 
werden tot tijd t = 0 geëxtrapoleerd, waarbij extrapolatie-factoren van 
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r e s p . 10 en 5% (Moore en Stein, 1963) werden gebruikt. 
De waarden zijn uitgedrukt in grammen per 100 gram eiwit en in r e s i ­
duen per 1000 residuen. 
De tabel toont aan dat, ondanks een grote overeenkomst voor de meeste 
aminozuren, de waarden van bepaalde aminozuren (en het amidegehalte) 
verschil len. 
Zo is b.v. het verschil in glycine-waarden tussen de fracties 1 en 4 
groter dan verklaard kan worden uit de standaarddeviatie (hiervoor 
werd 3% aangenomen) en dit geldt ook voor de histidine, arginine en 
ser ine-waarden. 
Figuur 44 
Dubbel-diffusie analyse volgens Ouchterlony van de subfracties 2, 3 en 4 
en van cortex-extract 
De overeenstemming met de aminozuur samenstellingen, zoals deze 
door Wisse et al. (1966) en Waley (1965) werden bepaald voor totaal 
α-crystal l ine, is goed; de waarden van Bjork (1963) wijken daarentegen 
voor glycine en fenylalanine sterk af. 
Voor \ cystine konden geen betrouwbare waarden bepaald worden, het­
geen, gezien het lage gehalte van dit aminozuur in het α-crystall ine en 
het grote destruct iever l ies bij de hydrolyse, niet zo verwonderlijk i s . 
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T a b e l 12 
De aminozuursamenstellingen van de subfracties van α-crystalline. 
oo T e r vergelijking werden ook de aminozuursamenstellingen van totaal a-ci ystalline 
zoals deze door genoemde onderzoekers werden vermeld. 
in de tabel opgenomen, 
De waarden van Waley werden omgerekend in residuen per 1000 residuen 
Aminozuren 
Asp 
T h r 
1
 Ser 
'Glu 
P r o 
Gly 
Ala 
Val 
Met 
Ile 
Leu 
Туг 
Ρ he 
ΝΗ2 
Lys 
His 
Arg 
\ Cys 
T o t a a l 
Teruggevonden 
% N 
% N in eiwit 
Al 
g/ 
100 g 
9,19 
2,92 
9,16 
11,91 
6,87 
2,92 
2,66 
4,78 
1,15 
4,94 
8,43 
4,07 
10,23 
(1,03) 
4,96 
r e s / 
1000 r e s 
91 
33 
120 
106 
81 
59 
43 
55 
10 
50 
85 
29 
79 
(69) 
46 
5,42 ' 45 
9,36 | 69 
spoor 
98,97 
94 
17,8 
A2 
g/ 
100 g 
9,13 
2,97 
8,82 
11,57 
6,73 
3,15 
2,60 
4,85 
1,31 
5,04 
8,47 
4,22 
10,06 
(0,40) 
4,97 
4,92 
10,19 
r e s / 
1000 r e s 
91 
34 
116 
A3 
g/ 
100 g 
9,27 
3,08 
8,91 
103 11,63 
79 
63 
42 
6,45 
3,16 
2,53 
56 ' 4,93 
11 1,27 
51 
86 
30 
78 
(27) 
46 
41 
75 
spoor 
5,00 
r e s / 
1000 r e s 
92 
35 
117 
g/ 
100 g 
\4 
r e s / 
1000 r e s 
9,33 , 93 
3,07 
8,17 
103 • 11,79 
76 
63 
41 
57 
11 
51 
8,23 ' 83 
4,60 32 
10,21 
(0,58) 
4,93 
4,94 
10,14 
79 
(42) 
44 
41 
74 
spoor 
6,41 
3,20 
2,61 
5,20 
1,36 
4,85 
8,61 
35 
104 
105 
76 
64 
42 
60 
12 
49 
88 
4,49 32 
9,77 76 
(0.22) 
5,18 
4,80 
10,04 
(15) 
48 
40 
74 
spoor 
99,00 99,28 98,88 
100 101 100 
17,4 17,6 17,2 
Wisse 
et al. 
(1966) 
93 
32 
106 
111 
76 
60 
40 
58 
11 
52 
84 
29 
79 
-
45 
44 
78 
6 
Björk 
(1963) 
97 
32 
98 
116 
73 
45 
41 
64 
12 
54 
88 
30 
89 
-
44 
42 
77 
Waley 
(1965) 
89 
33 
101 
102 
73 
63 
40 
56 
12 
46 
79 
31 
77 
-
51 
49 
79 
7 
IV.3,7. I m m u n o l o g i s c h e h e t e r o g e n i t e i t 
α-Crystall ine blijkt ook in haar immunologisch gedrag heterogeen te 
zijn. 
a) Bij immuno-elektroforese van o.a. lenscortex-extract werd soms, 
i.p.v. een enkelvoudige precipitinelijn, verschillende paral lel le lijnen 
in het α-crystall ine gebied waargenomen, terwijl in andere immuno-
elektroferogrammeneenl i jn indi t gebied werd gevonden, die aan beide 
uiteinden gevorkt i s . Ook in de l i teratuur zijn soortgelijke waarnemingen 
beschreven (Manski et al., 1961; François et al. , 1956). 
Figuur 45 
Tmmuno-elektroforese-patronen van a-crystalline met verschillende antisera L 8, 
verkregen na een variërend aantal antigeeninjecties 
a: antiserum L 8,1; b: antiserum L 8,2; c: antiserum L 8,3; d: antiserum L 8,4 
Het feit dat deze complexiteit niet altijd werd waargenomen, zelfs niet 
bij identieke lensextracten, deed vermoeden dat dit verschillende gedrag 
weleens het gevolg kon zijn van het gebruik van verschillende ant isera . 
Dit werd volledig bevestigd door het resultaat van een aantal experimen-
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ten, waarbij a-crystal l ine reageerde met verschillende ant isera . Anti-
sera , die niet alleen afkomstig waren van verschillende konijnen, maar 
die ook na een variërend aantal antigeen-injecties waren verkregen. 
Sommige ant isera bleken maar een α-lijn te geven, ook na verscheidene 
antigeen-injecties, terwijl bij andere antisera, verkregen na reeds 
enkele antigeen-injecties, dubbele α-lijnen werden waargenomen. Ook 
intermedia i re reactietypen werden waargenomen, waarbij een anti­
serum, verkregen na enige injecties, slechts een lijn gaf, terwijl, na 
voortgezet injecteren, van hetzelfde konijn ant isera werden verkregen, 
die m e e r lijnen met α-crystalline gaven (zie figuur 45). 
Dit reactiepatroon van verscheidene lijnen of van het gevorkt zijn van 
de precipitinelijn werd niet alleen waargenomen bij α-crystalline, 
geïsoleerddoor gelfiltratie, maar ook bij or-crystallinepreparaten, be-
reid volgens andere methoden. 
Ook ocrys ta l l inen van andere dieren, zoals kalf, paard, varken, kikker 
en kip gaven deze lijnverdubbeling; zelfs werd bij de react ie van de a-
crystallinen van kalf en varken met antiserum L.8, dr ie lijnen gevonden. 
Deze 3 lijnen werden ook gegeven door een a-crystal l inepreparaat , dat 
gedurende 3 dagen was geïncubeerd met 0,01 N HCl (fig. 46). 
Figuur 46 
Immuno-elektroforese van het met zuur gedenatureerde a-crystalline 
Het eiwit werd opgelost in 0,01 N HCl en gedurende 72 uur bij -20oC bewaard. 
Voor de elektroforese werd de oplossing, na ontdooien, op pH 8,6 gebracht. 
Het feit dat deze multipele lijnen ook werden waargenomen bij react ie 
van extracten van cortex en kern met bepaalde ant isera, sluit een mo-
gelijke invloed van de fractionering uit. Dat dit verschijnsel niet alleen 
beperkt was tot ant isera, gericht tegen runderlensextract , bleek uit 
de elektroforese-experimenten, waarbij kippelensextract reageerde 
met zijn homologe ant iserum. Ook hier werden bij gebruik van enkele 
antisera dubbele lijnen in het α-gebied waargenomen,terwijl met andere 
antisera de α-lijn gevorkt was. 
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In de Ouchterlony-methode werden in enkele gevallen zelfs 4 lijnen 
waargenomen bij de reactie van a-crystalline met antiserum. Fig. 47 
toont het lijnenpatroon van α-crystalline in verschillende concentraties 
met antiserum L.8. Bija, bene zijn duidelijk 4 lijnen zichtbaar, terwijl 
bij de laagste concentratie (d) de lijn die zich het dichtst bij het antigeen­
reservoir bevindt, verdwenen is. Uit het feit dat de dichtheid van de pre-
cipitinelijnen niet even groot is en uit de verplaatsing van de lijnen naar 
het antigeenreservoir bij lagere concentratie, kan worden afgeleid, dat 
hier geen sprake is van het z.g. Liesegang-fenomeen. 
Figuur 47 
Dubbel-diffusie analyse volgens Ouchterlony van a-crystalline 
in verschillende concentraties 
a : 4 % ; b
:
2 % ; c : 1%; d: 1/2% 
Bij dit verschijnsel, dat overigens bij de verschillende agardiffusie-
technieken slechts zelden optreedt en dan nog slechts onder abnormale 
experimentele uitvoering hiervan (Salvinien en Kaminski, 1955), hebben 
de banden alle vrijwel dezelfde dichtheid van precipitaat en zij ver­
plaatsen zich niet. Het vrijwel parallel lopen van de lijnen deed ver­
moeden dat de verschillende antigeen-populaties in het gehele elektro-
foresegebied aanwezig waren. 
uithebben wij nog eens nagegaan met een experiment, waarbij α-cry­
stalline werd onderworpen aan een agar-elektroforese op 3 glasplaten 
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Heterogeniteit van 
ОС-crystalline 
van 4 χ 17 cm.Nadee lekt ro forese werd een vande platen snel gefixeerd, 
gedroogd en gekleurd. Op geleide van deze gekleurde plaat werden uit 
de ongekleurde plaat 14 gelpartjes gesneden, die tezamen het gehele 
α-crystal l ine gebied omvatten. 
Deze gelstukjes werden vervolgens elk afzonderlijk onderworpen aan 
een immuno-elektroforese, alle onder identieke experimentele omstan­
digheden. De a-crystallineband vande derde glasplaat werd in 7 parten 
verdeeld, waarna de zeven delen werden overgebracht in een gelplaat van 
4 x 1 7 cm en onderworpen aan een diffusie tegen hetzelfde antiserum 
(L.8) als bij de bovengenoemde immuno-elektroforese werd gebruikt. 
Het linkergedeelte van fig. 48 toont de verdeling van het a-crystal l ine-
gebied in de 14 delen, het rechterdeel de resultaten van de immuno-
elektroforese van deze deelfracties. 
Fig. 49 toont de dubbel-diffusie van de 7 deelfracties van α-crystal l ine. 
Figuur 49 
Dubbel-diffusie analyse van de 7 subfracties uit de preparatieve elektroforese 
van a-crystalline 
Antiserum: L 8. De nummering van de fracties geschiedde vanaf de kathodezijde. 
Fig. 48 laat duidelijk zien dat de dieptepunten van het lijnenpaar gradueel 
verschuiven van de kathode- naar de anodekant bij de opeenvolgende deel­
fracties, geheel in overeenstemming met de elektroforetische mobili­
teiten van deze fracties in de oorspronkelijke agar-elektroforese. Dit 
duidt erop, dat de brede band van a-crystal l ine in de agar-elektroforese 
mei het gevolg is van louter diffusie van het eiwit tijdens de elektrofo­
r e s e , m a a r dat het eiwit in elektroforetische zin microheterogeen i s . 
Immers , wanneer de brede band wel het gevolg was van diffusie, dan 
zouden de deelfracties van die band bij de immuno-elektroforese p r e -
M Figuur 48 
Distributie van de verschillende antigeenpopulaties 
over het gehele elektroforesegebied 
Links boven in de figuur: de preparatieve elektroforese van gezuiverd a-crystalline 
en de verdeling van de elektroforeseband in 14 subfracties; rechts: de immuno-
elektroferogrammen van deze 14 subfracties. Antiserum: L 8. 
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cipitinelijnen gegeven hebben, waarvan de dieptepunten alle dezelfde 
mobiliteiten zouden hebben. 
De figuur toont verder dat alle subfracties, met uitzondering van de 
e e r s t e twee fracties, dubbele lijnen geven met het gebruikte ant iserum. 
De afstand tussen deze lijnen neemt echter van fractie 3 tot fractie 14 
af, en wel in die mate, dat bij fractie 13 en fractie 14 geen duidelijke 
scheiding tussen de lijnen kan worden waargenomen. 
Eenzelfde verschijnsel vinden wij ook bij de dubbel-diffusie van de 7 
deelfracties (zie fig. 49). Bij de meest anodisch gelegen deelfracties 
vloeiden de 3 lijnen samen tot een lijn, die nog slechts aan de uiteinden 
is gesplitst. 
b) Inwerking van enkele proteolytische enzymen op α-crystall ine 
Een andere benadering van het probleem van de antigene structuur 
van een eiwit is de bestudering van de antigeniteit van de react iepro-
dukten na inwerking van proteolytische enzymen op het eiwit. 
Deze methode werd door Lapres le (1955) en door P o r t e r (1957) gebruikt 
bij de analyse van de antigene structuur van serumalbumine, door Metz­
ger et al. (1962) bij de analyse van thyroglobuline en door een groot aantal 
onderzoekers, onder wie Burtin (1961) en Edelman et al . (1960) bij het 
onderzoek van de IgG-globulinen. 
Lapresle toonde aan dat bij de react ie met een extract van konijnemilt, 
de antigene structuur van albumine gesplitst werd in 3 groepen van 
determinanten, die met 3 verschillende antilichamen reageerden onder 
vorming van 3 banden-bij geldiffusie. In navolging van dit werk hebben 
wij de inwerking van papaïne, pepsine, trypsine en chymotrypsine op 
a-crysta l l ine onderzocht. Uit het reactiemengsel , dat bestond uit 0,9% 
α-crystal l ine en 0,009% enzym, werd op bepaalde tijden een aliquot 
genomen en na het stoppen van de enzymreactie door toevoegen van 
joodacetamide (bij mercuri-papaïne) of door invriezen, werden de r eac -
tieprodukten door middel van agar - en immuno-elektroforese en met 
de Ouchterlony-methode onderzocht. 
De incubatie met mercuri-papaïne, trypsine en chymotrypsine werd 
uitgevoerd bij 370C en bij pH 7,3 en die met pepsine bij pH 2,0. Figuur 
50 toont de immuno-elektroforesepatronen van de reactieprodukten, 
verkregen bij de verschillende incubatietijden. 
De resultaten kunnen als volgt worden samengevat: 
1. het a-crystal l ine wordt zeer snel door de 4 enzymen aangetast. Op 
het immuno-elektroferogram is na een korte enzym-inwerking van 
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Figuur 50 
Ïmmuno-elektroforese van de reactieprodukten, 
verkregen na verschillende incubatietijden, 
van de inwerking van enkele proteolytische enzymen op ^.-crystalline 
Antiserum: L8. Eiwitconcentratie: 0,9 %. 
het oorspronkelijke eiwit niets meer te zien; 
2. bij inwerking van pepsine werden reeds na 5 minuten geen immuno-
logisch aantoonbare produkten meer ontdekt. Pepsine tast waar-
schijnlijk snel die bindingen aan, welke vanbelang zijn voor het antigene 
karakter van het eiwit; 
3. De immuno-elektroferogrammen van de produkten uit de eerste fasen 
van de incubatie met papaïne, trypsine en chymotrypsine vertonen een 
overeenkomstig beeld, nl. een groep lijnen, anodisch gelegen van de 
plaats van het oorspronkelijke eiwit. Uit deze groep van 3-4 lijnen ver -
toont een van de lijnen een groter spreidingsgebied dan de andere. 
In de latere fasen verdwijnen enkele lijnen, totdat bij papaïne na 60 
minuten en bij chymotrypsine na 2 1/4 uur niets mee r te zien i s . Dit 
duidt erop, dat bij langere inwerkingstijd de reactieprodukten verder 
worden gesplitst in zulke kleine brokstukken, dat deze geen precipit ine-
react ie met het antiserum kunnen aangaan; 
4. bij de react ie met trypsine werd reeds na een korte incubatietijd een 
zeer lange band gevonden met verscheidene dieptepunten. Dit duidt 
op de aanwezigheid van verscheidene elektroforetisch verschillende, 
maar immunologisch identieke produkten. 
Deze lijn werd niet bij de react ie met papaïne en chymotrypsine ge-
vonden. 
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De vele waargenomen lijnen duiden erop, dat zich in het a-crystal l ine-
molecuul verscheidene serologisch-actieve centra (determinanten) be­
vinden. 
Tevens volgt uit het tussentijds verdwijnen van enkele lijnen dat deze 
determinanten (of groepen van determinanten) niet in dezelfde mate ge­
voelig zijn voor de in deze experimenten gebruikte enzymen. 
IV.4. DISCUSSIE 
De immuno-elektroforetische analyse van de op verschillende wijzen 
bereide a-crystal l inepreparaten toonde aan, dat alleen herhaalde chro-
matografie over Sephadex G-200 en de methode van Wisse et al (1966) 
homogene preparaten opleveren. 
Van deze beide bereidingswijzen verdient de e e r s t e wegens haar een­
voud en haar vermogen om op grote schaal uitgevoerd te kunnen worden, 
stellig de voorkeur. 
Voor zover wij hebben kunnen ervaren, levert deze methode alleen ho­
mogene preparaten op wanneer men uitgaat van cortex-extracten. Om 
α-crystall ine uit kemextracten (en dit geldt in mindere mate ook voor 
totale lensextracten) in homogene vorm te bereiden, is een voortgezette 
zuivering, b.v. door preparat ieveelektroforeseofchromatograf ie over 
anionen-uitwisselaars noodzakelijk. 
Wanneer wij hier spreken van homogeniteit, dan bedoelen wij in dit ver­
band dat de geïsoleerde preparaten vrij zijn van de andere lenseiwit-
ten. Hier wordt niet bedoeld dat alle moleculen identiek zijn. Immers , 
uit chromatografisch en immunologisch onderzoek is ons gebleken, 
dat α-crystall ine microheterogeen i s . 
Deze microheterogeniteit blijkt uit een opsplitsing in verscheidene 
pieken bij chromatografie over TEAE-cellulose en uit het feit dat a-
crystall ine multipele precipitatielijnen geeft bij immuno-elektroforese 
en in de immuno-diffusie. De waarnemingen van Papaconstantinou et 
al. (1962) konden volledig bevestigd worden en bovendien toonde de 
rechromatografie aan, dat deze splitsing een reële en geen artificiële 
was. De eiwittoppen kwamen nl . bij dezelfde buffer uit de kolom als in 
de voorafgaande scheiding. Hiermee werd de kritiek van Björk (1963) 
ontzenuwd. Wel verschillen wij van mening met Papaconstantinou, dat 
dit een bewijs levert voor vier a-crystal l inen. Een discontinue gradiënt 
kan immers nooit het bewijs leveren dat er niet mee r dan vier a - c ry -
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stallinen zijn. Wij zijn veeleer de mening toegedaan, dat wij hier te 
maken hebben met een artificiële splitsing in vier groepen, die bij het 
toepassen van een meer gedetailleerde discontinuïteit nog opgesplitst 
kunnen worden. Een aanwijzing hiervoor menen wij te hebben in het 
experiment, waarbij na preparat ieve elektroforese α-crystalline in 
veertien elektroforetisch verschillende subfracties werd gesplitst, 
die na hernieuwde elektroforese, gevolgd door immuno-diffusie, p r e -
cipitinebogen gaven met dieptepunten met overeenkomstige mobiliteiten 
als die in de e e r s t e elektroforese. De mobiliteiten van deze dieptepun­
ten vormden een continue reeks . Wij zijn dan ook van mening dat α-cry­
stalline, evenals IgG-globuline, opgevat moet worden als een populatie 
van moleculen, die of continu, of discontinu verschillen in eigenschap­
pen. Gezien de resultaten van de aminozuursamenstellingen van de 
vier a-crystallinegroepen zou een verschil in p r i m a i r e s tructuur van 
de diverse moleculen uit de populatie niet zo onwaarschijnlijk zijn. 
Ook in de subeenheden-opbouw menen wij verschil len te zien tussen 
de elektroforetisch langzame en de elektroforetisch snel lere a-crystal-
linen. Deze waarnemingen dienen zeer zeker in ogenschouw genomen 
te worden bij een onderzoek naar de p r i m a i r e structuur van α-crystal­
line. 
De in dit hoofdstuk beschreven experimenten toonden verder aan, dat 
α-crystall ine ook in immunologisch opzicht microheterogeen i s . Ook 
hier zien wij weer een sterke overeenkomst met de IgG-globulinen. 
In navolging hiervan zouden wij hier kunnen spreken van type I, type II 
en misschien zelfs van type III en type IV. I m m e r s , wij zien, evenals 
door Edelman et al., (1960), Fahey (1963), Komgold en Van Leeuwen 
(1961) bij IgG-globulinen werden waargenomen, dat sommige ant isera 
een precipitinelijn gaven, terwijl andere antisera twee en in enkele 
gevallen zelfs dr ie lijnen gaven. Deze lijnen werden bij a-crystal l ine-
preparaten van velerlei oorsprong en bereidingswijzen waargenomen. 
Zowel het langzame deel van de populatie als het snelle deel gaven deze 
lijn. Hieruit kan worden afgeleid, dat e r geen corre la t ie bestaat tussen 
de chromatografische microheterogeniteit en de immunologische mi-
croheterogeniteit, of anders gezegd, over het gehele chromatografisch 
of elektroforetisch o-crystallinegebied zijn deze immunologische typen 
verdeeld. Dit leert ook het experiment, beschreven in IV.3.7. 
Bij alle subfracties werden deze 2 precipitatieli jnen waargenomen. Toch 
zijn er wel verschillen aan te wijzen. In de elektroforetisch snel lere 
subfracties komen de twee lijnen dichter bij e lkaar dan in de langzame 
subfracties. 
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Een mogelijke verklaring hiervoor zou zijn, dat de relat ieve verdeling 
van deze typen over de gehele populatie niet dezelfde is, m a a r dat, laten 
wij zeggen type II, in de snellere subfracties relatief m e e r voorkomt 
dan in de langzame fracties. 
Dat wij hier met artefacten te doen zouden hebben, kan wel uitgesloten 
geacht worden door het feit, dat wij deze lijnen onder zo uiteenlopende 
omstandigheden hebben waargenomen. Ook de experimenten waarbij 
onder identieke technische omstandigheden het ene ant iserum (en zelfs 
van hetzelfde konijn) een, en een ander antiserum 2 of 3 lijnen gaf, 
ondersteunen dit. 
Uit de ORD-metingen van de lenseiwitten en van α-crystall ine in het 
bijzonder hebben wij de conclusie getrokken, dat de lenseiwitten, be­
halve α-helix en ' random-coil ' ook andere structuren bevatten. De 
vraag ri jst nu, welke zijn deze andere s t ructuren? Om een antwoord 
op deze vraag te kunnen geven, hebben wij de ORD-eigenschappen van 
de lenseiwitten vergeleken met die van andere eiwitten, als ß-lactoglo-
buline, IgG-globuline, ovalbumine, lysozyme en het polypeptide poly-
L-ser ine . 
Uit eigen werk en uit de l i teratuur (Tomimatsu en Gaffield, 1965; Shech-
te r en Blout, 1964 a, b) is bekend dat deze eiwitten en het polypeptide 
alle punten geven die buiten de a-helix-lijn vanShechter en Blout vallen. 
Uit het röntgenanalytisch onderzoek -van lysozyme (Phillips, 1965; 
Blake et al . , 1965) bleek, dat in dit eiwit ß-conformaties voorkomen, 
terwijl Tomimatsu en Gaffield (1965) vonden dat de ORD-parameters , 
^193 e n ^225· v a n dit eiwit buiten de a^helix-lijn lagen. Ook van ß-
lactoglobuline is bekend dat het ß-structuren bevat. Zo vonden onlangs 
Timasheff en Suzi (1966) dat de amide I-band van ß-lactoglobuline in 
het infrarood-spectrum bij 1632 cm" l lag, een frequentie die algemeen 
wordt toegeschreven aan de β-conformatie. Opgrond van het infrarood-
spectrum en röntgenpoederdiagrammen van poly-L-ser ine kwamen 
Bohak en Katchalski (1963) tot de conclusie dat dit polypeptide in vaste 
vo rmz ich inde ß-conformatiebevindt, terwijl Shechter en Blout (1964, 
a, b) vonden dat de ORD-parameters buiten de a-helix-lijn lagen. 
Deze en onze eigen gegevens overziend, ligt het voor de hand te ver -
onderstellen dat de onbekende structuur in de lenseiwitten een ß-s t ruc-
tuur moet zijn en dat lenseiwitten, behalve α-helix en 'random-coil' 
ook ß-structuren bevatten. 
Volkomen in overeenstemming hiermee i s , dat de amide 1-band van het 
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α-crystall ine bij 1629 c m " 1 ligt, een frequentie die gewoonlijk wordt 
toegeschreven aan de ß-conformatie. De gevonden zwakke schoudertjes 
bij 1650 c m - !
 e n 1680 с т " ! zouden toegeschreven kunnen worden aan 
de aanwezigheid in a^crystalline van α-helix en anti-paral lel le ß-s truc-
turen. Een andere steun voor de aanwezigheid van ß-structuren in een 
eiwit zou volgens Rosenheck en Doty (1961) gevonden kunnen worden in 
het ver-ultraviolet spectrum. Volgens deze onderzoekers is de ß-s t ruc-
tuur gekarakter iseerd door een maximum bij 194 m μ, terwijl α-helix 
een maximum heeft bij 190 en 'random coil' bij 192 m μ. 
Verwacht kan dus worden dat bij de overgang van ß-structuur in ' ran-
dom-coil ' of α-helix een verschuiving van de maximale absorptie zal 
plaatsvinden. Enige oriënterende experimenten met a^crystalline toon-
den duidelijk deze verschuiving van het maximum aan, wanneer het eiwit 
d.m.v. zuur werd gedenatureerd. Deze, zij het nog onvolledige, onder-
zoekingen wijzen s terk op de aanwezigheid van een ß-conformatie in 
α-crystal l ine. Uiteraard zal slechts na een totale röntgenanalyse van 
dit eiwit, indien mogelijk gezien de grootte van het eiwit, een volledige 
uitspraak gedaan kunnen worden. 
Het is bekend dat de ooglens een lagen-structuur bezit (zie hiervoor 
Van Heyningen, 1962), en verder is het bekend, dat ß-conformaties in 
eiwitten aanleiding kunnen geven tot vorming van vlakke s tructuren. Aan-
trekkelijk, maar ui teraard zeer speculatief is het, om tussen beide ge-
gevens een verband te leggen en te poneren, dat de ß-conformaties in 
de lenseiwitten verantwoordelijk zijn voor de bijzondere structuur van 
de ooglens. Bovendien zou de transformatie van α-crystall ine in het 
onoplosbaar albumoid, dat gedurende de veroudering van de lens op­
treedt, wel eens toegeschreven kunnen worden aan de bekende neiging 
van ß-structuren om te aggregeren (zie Nordmann, 1965). 
Algemeen wordt aanvaard dat de drie-dimensionale structuur van een 
eiwit besloten ligt in de aminozuurvolgorde. Welke factoren echter 
de conformatie, die een eiwit aanneemt, bepalen, zijn (nog) niet bekend. 
Dat bepaalde aminozuren hierbij een essentiële rol spelen, begint vooral 
door het werk van Blout en medewerkers (Blout, 1962; Bloom et al. , 
1962) waarschijnlijker te worden. Van proline en hydroxyproline is het 
bekend, dat deze aminozuren een belangrijke rol vervullen in het be-
grenzen van de lengte van de helixgebieden van menselijk hemoglobine, 
hoewelzij bij myoglobine van minder belang zijn (Perutz et al. , 1965). 
Op grond van hun werk met Polypeptiden postuleerden Blout en mede-
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werkers , dat ook valine, isoleucine, ser ine, threonine en cysteine geen 
helices kunnen vormen, maar in plaats daarvan 'random coil1- en ß-
structuren vormen. In het licht van deze beschouwing zouden de hoge 
waarden voor ser ine en proline van α-crystalline (zie tabel 12), enige 
betekenis kunnen hebben en wel deze, dat de helices, zo zij aanwezig 
in het eiwit, een geringe lengte zullen hebben, mits deze residuen wille­
keurig over het molecuul verdeeld zijn. 
De laatste jaren is vooral door het werk van Bloemendal en medewer­
k e r s (1962, 1965); Wisse et al. (1966) duidelijk geworden, dat α-crystal­
line uit subeenheden is opgebouwd. Het bewijs hiervoor steunde voor­
namelijk op een tweetal waarnemingen (Bloemendal et al., 1965): 
a. een verlaging van de sedimentatiecoëfficiënt en het molecuulge-
wicht in oplossingen van ureum, guanidine, laurylsulfaat en bij lage 
en hoge pH. 
b . het grote aantal banden dat werd waargenomen bij elektroforese in 
zetmeel- of polyacrylamide-gels die hoge concentraties ureum be-
vatte. 
Als derde argument kan hieraan worden toegevoegd: de in dit hoofdstuk 
beschreven waarneming dat α-crystall ine 20-25 molen C-eindstandige 
aminozuren per mol eiwit bevat. Wanneer wij aannemen dat elk C-eind-
standig aminozuur een polypeptide keten representeer t , dan zou hieruit 
volgen, dat α-crystall ine is opgebouwd uit 20-25 polypeptide ketens. 
Wij moeten hieraan toevoegen, dat ook andere verklaringen voor dit 
grote aantal C-eindstandige aminozuren denkbaar zijn, zoals een repe­
terend aantal ser ine-res iduen aan de C-uiteinden van slechts een klein 
aantal ketens. Het reeds na korte incubatie vrijkomen van bijna alle 
ser ine-res iduen maakt echter deze laatste veronderstell ing minder 
waarschijnlijk. 
Slechts na isolering van de subeenheden en bepaling van hun C-termi-
nale aminozuren kan hierop duidelijk antwoord gegeven worden. 
Deze isolering kan het beste geschieden via ionen-uitwisselingschro-
matografie, b.v. over DEAE-Sephadex in aanwezigheid van ureum. De 
resultaten van het beschreven experiment toonden aan, dat sommige 
fracties s lechts uit een gering aantal componenten bestonden. De schei­
ding over Sephadex G-200 was z e e r gering en duidt erop, dat de sub­
eenheden niet veel in molecuulgewicht zullen verschil len. 
Het geringe aantal banden in de zure ureumgel en het grote aantal banden 
in de alkalische ureumgel doet de vraag rijzen naar de betekenis van 
deze banden. 
Stellen deze banden verschillende subeenheden van a-crystall ine voor en 
in welke mate verschillen zij dan van elkaar? Deze vragen kunnen nog 
niet volledig beantwoord worden. 
Wisse et al. (1966) menen uit hun experimenten af te leiden, dat een 
aantal van deze banden isomeren representeren, die s lechts in vorm van 
elkaar verschillen. In het midden latend of hun conclusie gerechtvaar­
digd is , zouden wij hier een andere verklaring n a a r voren willen bren­
gen. Deze is opgesteld op grond van de grote overeenkomst tussen de 
elektroforese-resultaten, bereikt bij α-crystalline en die van de IgG-
globulinen. 
Kort samengevat: in ureum-mierenzuur-zetmeelgels vertoont IgG-glo-
buline, na reductie en alkylering, een elektroforese-patroon, bestaande 
uit 2 banden. Deze 2 banden representeren de H (A) en L (В) ketens 
van het molecuul. 
Cohen (1963) nam echter waar, dat, wanneer de L(B) ketens, geïsoleerd 
door chromatografie over Sephadex G-75 in propionzuur en na reductie 
en alkylering van het eiwit, onderworpen werden aan een elektroforese 
in alkalische ureumgels, deze een elektroforese-patroon opleverden, 
bestaande uit 10 banden en Sjoquist (1966) vond dat ook de H(A) ketens 
duidelijk heterogeen waren. Hij nam een patroon van 15 banden waar bij 
elektroforese in alkalische ureumgels . 
Door een aantal experimenten bewees Cohen dat het complexe elektro-
forese-patroon niet het gevolg was van een aantal artificiële factoren, 
zoals carbamoylering of onvolledige reductie van de ketens. Ook gene-
tische variabiliteit kon als mogelijke oorzaak worden uitgesloten. 
Mede op grond van het feit dat de B-ketens van de myeloom eiwitten 
homogener waren, ontwikkelde hij de hypothese dat de verschillende 
vormen van de normale B-ketens voortkomen uit verschillende celtypen. 
Ook a-crystal l ine gaf bij elektroforese in zure ureumgels een gering 
aantal banden, nl. 3, aangeduid met А, В en C. 
Twee van deze subeenheden (B en C) splitsten zich in alkalische ureum­
gels op in een groot aantal met amidozwart kleurbare banden, die geen 
metastabiele i someren representeerden of het gevolg waren van car-
bamoylering-reacties of van aggregatie van SII groepen. Of ook sub-
eenheid A heterogeen is, kon niet worden vastgesteld. Wij stellen ons 
voordat de complexe aard van de subeenheden van α-crystalline nauw 
verbonden is met de veranderingen in het cel lulaire patroon gedurende 
de p r e - e n postnatale ontwikkeling. Immers , gedurende het gehele leven 
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worden door de epitheelcellen van de lens nieuwe lensvezels geprodu-
ceerd. Deze nieuwe lens vezels worden laagsgewijs gelegd tegen de ou-
dere vezels, waarbij laatstgenoemde naar het centrum van de lens wor-
den verdrongen. Deze lensvezels verschillen dus in leeftijd en het is 
mogelijk dat deze verschillende cellen lichtelijk variërende typen van 
α-crystall ine synthetiseren. Een soortgelijk fenomeen is bekend bij de 
rode bloedcellen. De verschillen zouden dan tot uiting komen in de keten-
bouw van het α-crystalline. 
Een overeenkomstig fenomeen werd ook waargenomen bij es terasen 
(Markert en Möller, 1959; Markert en Hunter, 1959) en bij de melk-
zuurdehydrogenasen, waarvan het elektroforese-patroonniet alleen spe-
cifiek voor het weefsel i s , maar ook gedurende de p r e - en postnatale 
ontwikkeling verandert . 
Wanneer het complexe karakter van het subeenheden-patroon van 
α-crystall ine het gevolg is van het feit dat dit eiwit geïsoleerd wordt 
uit een populatie van cellen, die in leeftijd verschillen, dan kan men 
veranderingen verwachten in het elektroforese-patroon van a -c rys ta l -
linen, geïsoleerd uit kalveren of uit runder-embryonen. Hoewel het 
elektroforese-patroon van α-crystall ine van het kalf inderdaad ver­
schilt en ook door Rabaey (1965) verschillen gevonden werden in het 
patroon van α-crystalline van een 8 maanden oude embryo, geldt toch 
ook hier de zinsnede van Cohen (1963) dat 'considerably more infor­
mation will be necessary to establish this apparent relat ionship' . 
IV.5. SAMENVATTING 
1. Vergelijking d.m.v. immuno-elektroforese van a-crystal l ineprepa-
raten, bereid volgens in de l i teratuur beschreven methoden, toonde 
aan, dat ui ts lui tenddepreparaten, bereid volgens de methode van Wisse 
et al . (1966) en die welke verkregen werden door chromatografie over 
Sephadex G-200 geen andere lenseiwitten bevatten. 
2. Een kwantitatief onderzoek n a a r de C-eindstandige aminozuren van 
α-crystalline werd verr icht . P e r mol eiwit (10^ g) werden 22 molen 
ser ine gevonden, ongeveer 2 mol glycine en glutaminezuur en in kleinere 
hoeveelheden valine, alanine, threonine, leucine en tryptofaan. 
Nadenaturat ie van het eiwit werden geen andere C-eindstandige amino­
zuren dan de hierboven genoemde gevonden, terwijl de kwantitatieve 
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waarden slechts weinig hoger lagen dan die van het natieve eiwit. 
3. De conformaties van a-crystalline en van de andere lenseiwitten in 
oplossing werden door middel van de optische rotatiedispersie-
methode bestudeerd. De rotatiegegevens werden geanalyseerd volgens 
de een-termige Drude-vergelijking, de Moffitt-Yang-vergelijking en 
de gewijzigde twee-termige Drude-vergelijking van Shechter en Blout 
(1964 a, b). De lenseiwitten schijnen te bestaan uit een mengsel van 
ал helix, 'random coil' en een andere structuur.De laatstgenoemde struc­
tuur verdwijnt bij denaturatie door 8 M ureum, zuur en alkali en ook 
in 2-chloorethanol. 
Uitinfrarood-onderzoekenuit vergelijking van het ORD-gedrag van de 
lenseiwitten met andere eiwitten is gebleken, dat het niet onwaar­
schijnlijk geacht moet worden dat deze andere structuur een ß-con/or-
matie is . De amide I-band van α-crystalline ligt ongeveer bij 1630 cm~l, 
en de amide Il-band bij 1510 cm~l. 
4. Bij elektroforese van α-crystalline in ureumgels bij pH 2,6 werd 
een elektroforese-patroon verkregen, bestaande uit 3 met amidozwart 
kleurbare banden (А, В en C), terwijl bij elektroforese in ureumgels 
bij pH 8,6 maximaal 17 banden werden waargenomen. 
Serologischonderzoektoondeaan.dat de determinanten van het natieve 
eiwit zich bevinden, zij het incompleet, op de subeenheden В en C. Sub-
eenheid A gaf geen immunologische reactie met antiserum tegen a-
crystalline. 
Er zijn aanwijzingen dat В en С partieel identiek zijn. 
SubeenheidB en С zijn duidelijk heterogeen en geven bij re-elektrofo-
rese in ureumgels bij pH 8,6 multipele lijnenpatronen, waarbij subeen-
heid С de meer kathodisch en В de meer anodisch gelegen banden uit 
het patroon van het totale α-crystalline omvatten. Een partiële schei-
ding van deze componenten van de subeenheden werd verkregen door 
chromatografie over DEAE-Sephadex in aanwezigheid van ureum. 
Indediscussie werd een hypothese ontwikkeld, dat de complexiteit van 
de subeenheden het gevolg zou zijn van een synthese van verscheidene 
subeenheden door in leeftijd van elkaar verschillende lensvezels. 
De a-crystallinen van resp. kalf, paard, varken, kip en kikker vertonen 
in alkalische ureumgels ook een complex li jnenpatroon. Kleine verschil-
len werden gevonden tussen de elektroforese-patronen van de a-crystal-
linen van de zoogdieren, terwijl de verschillen met die van de a-crystal-
linen van kikker en kip groter waren. 
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5. Chromatografische, elektroforetische en immunologische experi­
menten toonden aan dat α-crystalline microheterogeen is. Tussen 
de aminozuursamenstellingen van de 4 door chromatografie over TE AE-
cellulose verkregen subfracties, werden voor enkele aminozuren kleine, 
waarschijnlijk significante, verschillen gevonden. Ook de elektrofore­
tische mobiliteiten van deze fracties verschilden. 
Tussen de elektroforetische en de immunologische heterogeniteit bleek 
geen correlatie te bestaan. De verdubbeling van de precipitinelijnen bij 
gebruik van enkele antisera, werd over het gehele elektroforesegebied 
van a-crystalline waargenomen. 
Analyse van de enzymatische splitsingsprodukten van a-crystalline 
duiden op het bestaan van verscheidene determinanten of determinant-
groepen in het molecuul. 
HOOFDSTUK V 
DE ZUIVERING EN KARAKTERISERING 
VAN ENKELE COMPONENTEN 
UIT DE LAAGMOLECULAIRE EIWITFRACTIE VAN DE RUNDERLENS 
V.l. INLEIDING 
Uit het agar-elektroforetisch onderzoek van de laagmoleculaire eiwit­
fractie van de runderlens bleek, dat deze fractie uit een groot aantal 
componenten is opgebouwd. Zoals in hoofdstuk III werd besproken, kon­
den de volgende hoofdcomponenten worden onderscheiden: γ ι - , γ2-, 
Y3-crystalline; ß s - en enkele andere ß-crystallinen en pre-α-crystal­
line. 
In dit hoofdstuk zullen de zuivering en de chemische karakterisering 
van enkele van deze componenten besproken worden, n.l. van ß s - en 
ß2-crystalline en van γ 0 - , γι- en γ2- crystalline. 
Door de recente waarnemingen van François, Rabaey en Stockmans 
(1965), dat gedurende de vorming van cataract een verlaging van de 
laagmoleculaire eiwitfractie optreedt, heeft het onderzoek van deze 
fractie aan betekenis gewonnen. 
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V.l. MATERIAAL EN METHODEN 
V.2.1. M a t e r i a a l 
Alleen cortex-extracten van volwassen runderlenzen werden gebruikt. 
Voor de bereiding van deze extracten, zie hoofdstuk II.2.1. 
V.2.2. G e l f i l t r a t i e 
De scheiding van de laagmoleculaire fractie van de andere lenseiwitten 
werd bewerkstelligd door gelfiltratie over Sephadex G-75. Hetzwellen 
van de Sephadex-korrels en het gieten van de kolommen (100 χ 2,5 en 
100x4,5 cm) gebeurde zoals in hoofdstuk III.2. is aangegeven. De elu-
tiebuffers waren 0,1 M Tr i s-HCl + 1 M NaCl van pH 7,3enpH 8,2. Aan 
beide buffers werd 0,1 mM E.D.T.A.-oplossing toegevoegd. 
V.2.3. A n i o n e n - u i t w i s s e l i n g s c h r o m a t o g r a f i e 
Anionen-uitwisselingschromatografie werd uitgevoerd bij 4 0 C op 2,5 χ 
50 cm DEAE-Sephadex kolommen, A-50 ('medium grade'), capaciteit 
3,5 + 0,5 meq/g; korrelgrootte 100-270 mesh. Dit mater iaa l lieten wij 
gedurende 2 dagen in de uitgangsbuffer zwellen. De fijnste deeltjes 
werden door decanteren verwijderd. 
Na zwellen werd het DEAE-Sephadex achtereenvolgens op een Büchner 
t rechter gewassen met 0,1 N HCl, gedestil leerd water, 0,1 N NaOH en 
water. Met 0,2 M NaH2P04-oplossing werd het mater iaa l op pH 8,2 
gebracht en daarna veelvuldig met de uitgangsbuffer gewassen. De gel-
suspensie werd ten slotte m.b.v. de waterstraalpomp ontlucht. Om vor-
ming van luchtbellen te voorkomen, werden de kolommen bij kamer-
temperatuur gegoten. Het gelbed werd gestabil iseerd door de kolom 
bi j4 0C gedurende de nacht met de uitgangsbuffer te laten doorstromen. 
De eiwitmonsters, in hoeveelheid variërend tussen 500 en 700 mg, 
werden opgelost in en gedurende 24 uur gedialyseerd tegen de uitgangs-
buffer. 
De elutie vond plaats via een discontinue of continue gradient. Als elu-
tiebuffer werden fosfaatoplossingen gebruikt waaraan een 0,1 mM 
E.D.T.A.-oplossing werd toegevoegd. De zoutconcentraties en de pH's 
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van de gebruikte buffers zijn vermeld in de onderschriften van de figu­
ren. 
De eiwitfracties onder de verschillende pieken werden verzameld, ge-
dialyseerd tegen twee maal gedestil leerd water (waaraan t e r buffering 
soms een ammoniumacetaat-oplossing tot een concentratie van 10- 4 M 
werd toegevoegd) en daarna drooggevroren. Agar- en zetmeelgel-elek-
troforese van de fracties werd uitgevoerd zoals in hoofdstuk II is be­
schreven. 
V.2.4. В e p a l i n g v a n h e t m o l e c u u l g e w i c h t 
Sedimentatie-onderzoek werd verricht met een door lucht aangedreven 
ultracentrifuge (Phywé) in het Ned. Instituut voor Zuivel Onderzoek 
(N.I.Z.O.) te Ede. De metingen werden bij 30C gedaan*. Het eiwit werd 
opgelost in een veronalbuffer pH 7,6, die met NaCl op een ionensterkte 
van 0,20 was gebracht. Het molecuulgewicht werd bepaald volgens de 
Archibald-methode in de modificatie van Trautman (1956). 
Metingen bij verschillende toerentallen werden in een z.g. 'Trautman-
plot' verwerkt . 
V.2.5. A m i n o z u u r a n a l y s e s 
Aminozuuranalyses werden met een Technicon aminozuuranalysator 
uitgevoerd volgens de methode van Piez en Morr i s (1960). 
Om verstopping van de capillaire leidingen te voorkomen werd in het 
ninhydrine systeem i.p.v. 4 M natriumacetaatbuffer pH 5,5 de meer 
oplosbare 3 M natriumpropionaatbuffer pH 5,5 gebruikt. Bij de analyse 
van de onderzochte eiwitten werden twee hydrolysetijden gebruikt n.l . 
24 en 48 uur, behalve bij ßg-crystall ine, waar dr ie tijden gebruikt wer-
den (24, 48 en 72 uur). 
Bij elk hydrolysaat werd norleucine als inwendige standaard meege-
nomen. 
De verkregen aminozuurwaarden werden uitgedrukt in grammen amino-
zuurresiduen pe r 100 gram anhydrisch eiwit of in aantallen residuen 
per 1000 residuen. 
* De auteur dankt Drs. D.G. Schmidt voor het uitvoeren van de metingen en het 
bespreken van de resultaten. 
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Daar serine en threonine tijdens de hydrolyse met 5,7N HCl partieel 
worden gedestrueerd, werden de concentraties van deze aminozuren 
bepaald door lineaire extrapolatie tot tijd t = 0. Ook in de bepaling van 
de concentratie van ammonia werd een extrapolatie tot t = 0 toegepast. 
Daar isoleucine en valine bij zure hydrolyse slechts moeilijk worden 
vrijgemaakt, werd de waarde van de langste hydrolysetijd aangehouden. 
Bij de bepaling van de aminozuursamenstelling van ßs-crystalline wer-
den cysteine en cystine bepaald als cysteïnezuur. De oxydatie van het 
eiwit werd uitgevoerd met permierenzuur volgens de methode van Hirs 
(1956). De waarde voor 1/2 cystine, gevonden bij de 24-uur-hydrolyse 
van het niet-geoxydeerde eiwit, bedroeg 71% van de waarde, bepaald na 
oxydatie van het eiwit. Deze correctiefactor voor 1/2 cystine werd ge-
bruikt bij de overige geïsoleerde eiwitten, waarbij ten gevolge van de 
geringe hoeveelheid materiaal alleen het niet-geoxydeerde eiwit gehy-
drolyseerd werd. Tryptofaan werd bij ßs-crystalline op twee manieren 
bepaald, n.l. zowel volgens de spectrofotometrische methode van Good-
win en Morton (1946), als volgens de colorimetrische methode van Spies 
en Chambers (1948). Bij de overige eiwitten werd voor tryptofaan alleen 
de eerstgenoemde methode gebruikt. 
V.2.6. B e p a l i n g van het v o c h t g e h a l t e 
Het vochtgehalte van ßs-crystalline werd bepaald door droging bij 105oC 
tot een constant gewicht. Het ultraviolet-spectrum werd met een Beek-
man DU spectrofotometer opgenomen. 
V.2.7. B e p a l i n g v a n d e N-en C - e i n d s t a n d i g e a m i n o z u r e n 
De N-terminale aminozuren werden bepaald volgens de FDNB-methode 
van Levy, zoals beschreven werd door Fraenkel-Conrat, Harris and 
Levy (1958). 
De C-terminale aminozuren werden kwalitatief bepaald door de hydra-
zinolysemethode van Akabori, Ohno en Narita (1952) in de modificatie 
van de La Llosa, Tertrin en Jutiez (1964)*, en kwantitatief met behulp 
van carboxypeptidase-A-DFP (zie hoofdstuk IV). 
* Hier past ons een woord van dank aan Dr. d l . Monfoort van het Laboratorium 
voor Fysiologische Chemie (Hoofd: Prof. Dr. E.P.Steyn-Parvé), Rijksuniversiteit 
te Utrecht, voor het uitvoeren van deze bepaling. 
V.2.8. B e p a l i n g van de s u l f h y d r y l - g r o e p e n 
Sulfhydryl-groepen werden bepaald door titratie met p-hydroxymer-
curibenzoaat zoals beschreven is in hoofdstuk III.2. Om eventueel ge­
maskeerde SI I-groepen te ontdekken, werd ook een titratie uitgevoerd 
in 5 M guanidine-hydrochloride. 
V.3. RESULTATEN 
V.3.1. S c h e i d i n g van de l a a g m o l e c u l a i r e e i w i t f r a c t i e 
van de a n d e r e l e n s e i w i t t e n 
Een betere scheiding van de laagmoleculaire fractie van de andere lens­
eiwitten kon verkregen worden door gelfiltratie over Sephadex G-75 of 
G-100 dan door filtratie over Sephadex G-200. Gelfiltratie over G-75 
werd in de zuiveringsprocedure gekozen als eerste stap. Figuur 51A 
toont het elutiediagram van 1,2 gram cortex-extract over Sephadex 
G-75 (diameter kolom 2,5 cm). 
Een identiek elutiepatroon werd verkregen, wanneer een kolom met een 
diameter van 4,5 cm werd beladen met 8 gram van hetzelfde extract. 
Vijf hoofdpieken werden verkregen; de vorm hiervan suggereert de aan­
wezigheid van meer pieken. De pieken 1, 2 en 3 waren onvolledig ge­
scheiden. 
Agar-elektroforese toonde aan, dat piek 1 α-crystalline en wat ß-cry-
stalline bevatte, dat piek 2 en 3 de ß-crystallinen en dat piek 4 een 
groot aantal eiwitten bevatte, zoals de γ-crystallinen, ßs-crystalline, 
andere ß-crystallinen, die wij arbitrair aanduiden met ßi- , ß2- en 
β 3-crystalline, en ten slotte pre-α-crystalline (Fig. 52). 
De verdeling van de laatst genoemde componenten over de diverse delen 
vandepiekwas verschillend. Zo werden in het voorste deel van de piek 
Y2-crystalline, de ß-crystallinen en pre-a-crystallinegevonden, ter-
wijl het achterste deel van de piek vooral γι- en уз-crystalline bevatte. 
De laatste piek (5) bevat laagmoleculaire verbindingen, zoals peptiden, 
aminozuren en nucleotiden. 
Om voldoende materiaal voor verdere zuivering te verkrijgen, werden 
van 20 gelfiltraties de fracties 4 verzameld. 
110 Gram lensextract leverde in totaal 8 gram van de laagmoleculaire 
eiwitfractie op. 
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Figuur 51 
A Gelfiltratie van cortex-extract van runderlens over Sephadex G-75 
Afmetingen van de kolom: 2,5 cm χ 96 cm. 
1,2 g van het drooggevroren extract, opgelost in ongeveer 10 ml 0,1 M Tris-HCl 
buffer, pH 7,3, werd op de kolom gebracht. 
Elutiebuffer: 0,1 M Tris-HCl + 1 M NaCl + 0,0001 M E.D.T.A, pH 7,3. 
De gearceerde fractie werd gebruikt voor refiltratie. 
Fracties: 5,6 ml. 
В Refiltratie van de verzamelde fracties 4 over Sephadex G-75 
De afmetingen van de kolom en de hoeveelheid op te brengen eiwit waren gelijk 
aan die van de eerste gelfiltratie. 
De elutiebuffer had dezelfde samenstelling als die in de eerste gelfiltratie, de pH 
was 8,0. De gearceerde fractie werd gebruikt voor chromatografie over DEAE-
Sephadex. 
Fracties: 6,5 ml. 
De verzamelde/raci/es 4 werden gerechromatografeerd over Sephadex 
G-75. De enige wijziging met de eerste gelfiltratie was de hogere pH 
van de elutiebuffer (8,2 i.p.v. 7,3), omdat de oplosbaarheid van de frac­
ties bij deze pH groter was dan bij pH 7,3 (Fig. 51B). 
Zoals uit de figuur blijkt, komt de hoofdpiek met hetzelfde elutievolumen 
uit de kolom als bij de eerste gelfiltratie. Het voortopje bleek ß-crystal-
linen te bevatten, tengevolge van een gedeeltelijke samenvalling met de 
voorgaande fractie D uit de eerste gelfiltratie. 
Zetmeelgel-elektroforese vandehoofdtop (fractie 2) wees op een grote 
heterogeniteit (fig, 53). 
In totaal werden 14 banden waargenomen: 5 γ -crystallinen (band 1-5), 
ßs-crystalline (band 6), enige ß-crystallinen (band 7-13), en pre-a-
crystalline (band 14). 
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Figuur 52 
Agargel-elektroferogrammen van cortex-extract 
en van fractie 4 uit de eerste gelfiltratie 
Pijl wijst pre-a-crystalline aan. 
Veronalbuffer, pH 8,6, 0,05 μ. Tijdsduur: 270 minuten. Voltage: 6 V/cm. 
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Figuur 53 
Zetmeelgel-elektroferogram van fractie 2 uit de refiltratie over Sephadex G-75 
0,03 M Tris-boraat buffer pH 7,6; 8 V/cm; 17,5 uur bij 4 0C; eiwitconcentratie: 
2%. Kleuring met amido-zwart. 
Opgemerkt dient te worden dat in het elektroferogram van totaal-lensextract de 
banden 7 t/m 13 samenvallen met de hoger-moleculaire ß-crystallinen en met o,-
crystalline. Daarom zijn deze banden in het elektroferogram van totaal-lensextract 
niet waar te nemen. 
V.3.2. A n i o n e n - u i t w i s s e l i n g s c h r o m a t o g r a f i e 
Voor de verdere fractionering van fractie 2 werd, na een aantal vooraf-
gaande experimenten, met verschillende ionen-uitwisselaars en elutie-
151 
schema's, gebruik gemaakt van DEAE-Sephadex A-50 'medium' als 
kolommateriaal en een discontinue gradiënt in pH en ionensterkte als 
elutie-schema. In totaal werden 7 chromatografische scheidingen uit-
gevoerd. Het elutiepatroon was vrij redelijk reproduceerbaar. Het re-
sultaat van een van deze scheidingen is weergegeven in fig. 54. 
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Figuur 54 
Chromatografie over DEAE-Sephadex van de fractie 2 uit een aantal refiltraties 
Elutiebuffers: (1)0,005 M Na-fosfaat pH 8,2; (II) 0,01 M Na-fosfaat pH 7,4; (III) 0,01 
M Na-fosfaat pH 6,8; (IV) 0,08 M Na-fosfaat pH 6,8; (V) 0,08 M Na-fosfaat pH 6,8 
+ 1 M NaCI. 
Overeenkomstige fracties als die in de figuur is gearceerd werden uit zeven iden-
tieke experimenten verzameld en gebruikt voor rechromatografie. 
Zoals uit de figuur blijkt werden 6 hoofdpieken verkregen, aangeduid 
met de cijfers 1 t/m 6. De asymmetrie van sommige pieken doet een 
grotere heterogeniteit veronderstellen. Deze 6 chromatografische frac-
ties werden na dialyse en droogvriezen agar-elektroforetisch onder-
zocht (fig. 55). 
De eerste piek bevat twee componenten met lage relatieve mobiliteiten 
n.l. 16 (+ 1) en23(+ 1). * Deze componenten werden γβ- en γ^ crystal­
line genoemd. 
Piek 2 bevat als hoofdcomponent Y2-crystalline met een relatieve mo­
biliteit van 19 (+ 1), 
Bijna zuiver ßs-crystalline (rel. mob. 31 + 1) bevindt zich in piek 3. 
De fracties 4 en 5 bevatten voornamelijk de ß-crystallinen. 
Piek 4 bevat ß2-crystalline (rel. mob. 42 + 1) met wat ßs-crystalline. 
* Voor de berekening van de relatieve mobiliteiten, zie II.2.3. 
totaal 
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Figuur 55 
Agargel-elektroferogrammen van cortex-extract, vanfractie 2 
uit de refiltratie over Sephadex G-75 (0) 
en van de fracties 1 t/m 6 uit de chromatografie over DEAE-Sephadex (zie fig. 54) 
Voor de experimentele gegevens, zie onderschrift van fig.52. 
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en piek 5 bevat ßi- (rel. mob. 39 + 1), ß2- en ßß-crystalline (rel. mob. 
49 + 1). 
In sommige gevallen werd nog een component in deze fractie gevonden 
n.l. het ß4-crystalline met een rel. mob. van 57 + 1. 
De laatste chromatografische fractie bevat een elektroforetisch snelle 
component n.l. pre-α-crystalline (rel. mob. 102). 
Vermeldenswaard is dat in het algemeen de volgorde van elutie in over­
stemming is met die van de elektroforetische mobiliteit, met uitzonde­
ring echter van γ2- en ß2-crystalline. 
De oorzaak van deze uitzonderingen is niet bekend. 
V.3.3. Z u i v e r i n g van ß s - c r y s t a l l i n e 
De fractie 3, verzameld uit verschillende identieke experimenten als 
de bovengenoemde, werd gerechromatografeerd op dezelfde kolom en 
met een identiek elutieschema (fig. 56). 
'280 
6,0 -
4,0 -
2,0 
ο,ο 
eoo 
; і i i 
^ L 
1200 1800 2400 3000 3600 mi 
Figuur 56 
Rechromatografie van de verzamelde fracties uit de eerste chromatografie 
over DEAE-Sephadex 
De experimentele gegevens waren gelijk aan die van de eerste chromatografie 
over DEAE-Sephadex (zie fig.54). 
Vergelijking van fig. 56 met fig. 54 toonde aan, dat de fractie bij dezelfde 
buffer uit de kolom kwam. 
Met uitzondering van een onbetekenend piekje bij buffer 6 werden er 
bij de andere buffers geen eiwitpieken waargenomen. 
De hoofdpiek werd verdeeld in een aantal subfracties en met behulp 
van zetmeelgel-elektroforese onderzocht (fig. 57). 
De subfracties 1 en 2 bevatten nog γ- en ß-crystallinen, en subfractie 
6 bevat nog enkele ß-crystallinen. De subfracties 3,4 en 5 gaven daar-
entegen slechts een enkele band. Deze subfracties werden gebruikt voor 
de chemische karakter iser ing, die nader wordt besproken in V.3,6.1, 
De totale opbrengst aan ß s -c rys ta l l ine was ongeveer 300 mil l igram. 
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Figuur 57 
Zetmeelgel-elektroferogrammen 
van fractie 2 uit de refiltratie over Sephadex G-75 (0) en van de subfracties 1 t/m 6 
uit de re chromatografie over DEAE-Sephadex (zie fig.56). 
Voor experimentele gegevens, zie fig.53. 
V.3.4, Z u i v e r i n g v a n ß2- en Y Q - e r y s t a l l i n e 
In fig. 58 (A t / m D) is de isoleringsprocedure weergegeven van ß2- en 
YQ-crystalline. 
De/racines 4 en ,5,.van de eers te chromatografische scheiding op DEAE-
Sephadex (zie fig. 54), dienden als uitgangsmateriaal . Deze fracties, ve r -
zameld uit zeven identieke chromatogramm en, werden eers t onderwor-
pen aan een chromatografie over DEAE-Sephadex, waarbij van een 
continue elutiegradiënt gebruik werd gemaakt. Er werd slechts een 
geringe scheiding in twee pieken verkregen, waarbij de eers te piek βχ-
en ß2-crystal l ine (en naar la ter bleek ook γο-crystal l ine) bevatte en 
de tweede piek vooral ß^- en ß3-crystal l ine (fig. 58A). 
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Wegens het geringe succes bij het gebruik van de continue elutiegra-
diënt, werdbi jde voortgezette fractionering weer gebruik gemaakt van 
een discontinue gradiënt. 
Fract ie 1 werd vervolgens onderworpen aan een chromatografie over 
DE AE-Sephadex met een discontinue gradiënt (in pH en ionensterkte; zie 
onderschrift van fig. 58B). Dit leverde weer twee fracties op (fig. 58B). 
Uit de eerste fractie werd na rechromatografie zuiver ß2-crystal l ine 
verkregen (fig. 58C). Het verkregen preparaat gaf in de agar- en zet-
meelgel-elektroforese (fig. 59) een enkelvoudige band. 
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·* Figuur 58 
A Chromatografie over DEAE -SephadexA -50 van de gecombineerde fracties 4 en 5 
uit de eerste chromatografie over DEAE-Sephadex 
(Zie fig.54, in de inzet zijn deze fracties geschaduwd.) 
Kolom: 2,5 cm χ 42 cm. 
Elutieschema lineaire continue gradient van 0,005 M Na-fosfaat pH 8,2 tot 0,08 
M Na-fosfaat+0,08 M NaCl pH 6,8 (m.b.v. de Varigrad volgens Peterson en Sober, 
1959). 
Fracties + 6 ml. 
В Chromatografie over DEAE-Sephadex A-50 van de fractie die in fig.58A is ge­
arceerd 
Kolom 2,5 χ 40 cm. 
Elutieschema stapsgewijs, met de volgende buffers (I) 0,005 M Na-fosfaat pH 8,2, 
(II) 0,01 M Na-fosfaat pH 6,8, (III) 0,02 M Na-fosfaat pH 6,8, (IV) 0,04 M Na-fosfaat 
pH 6,8, (V) 0,06 M Na-fosfaat pH 6,8, (VI) 0,08 M Na-fosfaat pH 6,8. 
Fracties + 10 ml. 
С Rechromatografie over DEAE-Sephadex A-50 van fractie 1 uit fig.58B 
Kolom 1,5 cm χ 40 cm. 
Elutieschema stapsgewijs, met de volgende buffers (I) 0,005 M Na-fosfaat pH 8,2, 
(II) 0,01 M Na-fosfaat pH 6,8, (III) 0,015 M Na-fosfaat pH 6,8, (IV) 0,08 M Na-fos­
faat + 0,24 M NaClpII 6,8. 
Fracties · 4-5 ml. 
D Rechromatografie over DEAE-Sephadex A -50 van fractie 2 uit fig. 58B 
Kolom· 1,5 cm χ 41 cm. 
Elutieschema stapsgewijs, met de volgende buffers (I) 0,005 M Na-fosfaat pH 8,2, 
(II) 0,01 M Na-fosfaat pH 6,8, (III) 0,015 M Na-fosfaat pH 6,8, (IV) 0,02 M Na-fos-
faatpH6,8, (V) 0,03 M Na-fosfaat pH 6,8, (VI) 0,04 M Na-fosfaat pH 6,8, (Vil) 0 08 
M Na-fosfaat + 0,24 M NaCl pH 6,8. 
De totale opbrengst aan zuiver eiwit was, ten gevolge van het grote 
aantal bewerkingen, slechts gering, n.l. 70 milligram. 
Uit de tweede fractie werd na rechromatografie (fig. 58D) een component 
verkregen, die bij agar-elektroforese een enkelvoudige band gaf met een 
relatieve mobiliteit tussen die van ß s- en γι-crystalline in (fig. 60). 
Deze tot nog toe nooit waargenomen component werd aangeduid als 
Y0-crystalline. De verkregen hoeveelheid was echter zo gering (onge­
veer 2 milligram), dat alleen een aminozuuranalyse uitgevoerd kon 
worden. 
De hoofdcomponent uit deze chromatografische fractie, n.l. β^-cry­
stalline, is nog niet in voldoende zuivere vorm verkregen. Dit geldt 
evenzeer voor ββ- en ß4-crystalline. 
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Figuur 59 
Zetmeelgel-elektroferogram van fractie 2 uit de refütratie over Sephadex G-75 
(zie fig. 51B) (b) en fractie 1, ß^-crysiaHtne, uit fig. 58C (a) 
Voor experimentele gegevens, zie fig.53. 
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Figuur 60 
Agargel-elektroferogrammen van fractie 1, yo-crysianme, uit fig.58D (b) 
met ter vergelijking fractie 2 uit de refütratie over Sephadex G-75 (a) 
V.3.5. Z u i v e r i n g v a n γ^- en γ2 - c r y s t a l l i n e 
Voor de zuivering van γχ- en Y2-crystalline werd uitgegaan van de 
fractie 2, verzameld uit 7 chromatogrammen (zie fig. 54). Deze fractie 
bevat als hoofdcomponent Y2-crystalline, en verder γ^- en ß s - c r y s t a l -
line. 
De gevolgde scheidingsprocedure is weergegeven in fig. 61 А, В. Steeds 
werdna agar-elektroforetisch onderzoek beslist welke fractie gebruikt 
kon worden voor verdere zuivering. Analyse van fractie 1 en 2 van de 
laatste chromatografie over DEAE-Sephadex (fig. 61B) toonde aan dat 
fractie 1 γ· ι - en fractie 2 Y2-crystall ine bevatte (fig, 62). 
De zuiverheid van de verkregen preparaten was groot genoeg om een 
chemische karakter iser ing te rechtvaardigen. De opbrengsten waren 
echter zeer gering, hetgeen toegeschreven moet worden aan de vele 
bewerkingen. 
Y3-Crystalline is nogniet in voldoende zuivere vorm verkregen, hoewel 
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de hoeveelheid 'verontreiniging' van sommige subfracties niet erg groot 
meer is. 
' 280 —ι г 
V VI VII Vili 
1 1 1 1 
400 6 0 0 8 0 0 
Iraclle nr. 
c 280 
800 mi. 
Figuur 61 
A Chromatografie over DEAE-Sephadex A-50 van de fracties 2 
uit de eerste chromatografie over DEAE-Sephadex 
(zie fig.54 en de figuur in de inzet) 
Kolom: 2,5 cm χ 52 cm. 
Elutieschema: stapsgewijs, met Na-fosfaat buffers van de volgende molariteit en 
pH: (I) 0,001 M, pH 8,2; (II) 0,003 M, pH 8,2; (III) 0,005 M, pH 8,2; (IV) 0,008 M, 
pH 7.8; (V) 0.01 M, pH 7,4; (VI) 0,01 M, pH 6,8; (VII) 0,08 M, pH 6,8; (Vili) 0,08 M 
+ 0,4 M NaCl, pH 6,8. 
Fracties: + 6 ml. 
В Rechromatografie over DEAE-Sephadex A-50 
van de fractie, die in fig. 61A is gearceerd 
Kolom: 1,5 cm χ 35 cm. 
Elutieschema: stapsgewijs met Na-fosfaat buffers van de volgende molariteit en 
pH: (I) 0.005 M, pH 8,2; (II) 0,01 M, pH 8,2; (III) 0,015 M, pH 7,8; (IV) 0,08 M + 0,2 
M NaCl. pH 6,8. 
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Figuur 62 
Agargel-elektroferogrammen van fractie 2 uit de refiltratie over Sephadex G-75 
(zie fig. 51 В) (с) en de fractie 1, γ χ-crystalline, (Ь) en de fractie 2, γ 2cry stalline, 
(a) uit de rechromatografie over DEAE-Sephadex (zie fig.61B) 
Voor experimentele gegevens, zie tekst en onderschrift van fig.52. 
V.3.6, C h e m i s c h e k a r a k t e r i s t i e k e n v a n β -, β -, γ -, γ -
en γ 9 - c r y s t a l l i n e 
Aangezien van de bovengenoemde componenten ß s -c rys ta l l inehe t meest 
uitgebreid is onderzocht, zullen de resultaten van dit onderzoek in de 
volgende paragrafen het eers t worden besproken. 
V.3.6.1. Eigenschappen van β -crystal l ine 
a. Ultraviolet-spectrum 
Het ultraviolet-spectrum van het eiwit, opgelost in 0,005 M fosfaat­
buffer pH 8,2, vertoont een maximum bij 278 πιμ en een minimum bij 
250 Γημ, en onderscheidt zich niet van de absorptiespectra van andere 
eiwitten. 
De verhouding van de optische dichtheden bij 280 πιμ en bij 260 πιμ was 
2,12 en wijst op de afwezigheid van nucleihezuren. 
Met behulp van het drooggewicht werd een E | % -waarde berekend bij 
278 πιμ van 18,6 en bij 280 πιμ van 18,5, 
Uit het molecuulgewicht en de E J ^ ^ - w a a r d e i s een molaire extinctie­
coëfficiënt E bij 278 πιμ van 5,28 χ 104M c m - 1 te berekenen. 
Uit de aminozuuranalyse werd een theoretische E
m
 berekend van 4,92 
χ 10 . Hierbij werd aangenomen dat elk tyrosine-residu een bijdrage 
tot E
m
 geeft van 1,34 χ 10 en elk tryptofaan-residu een bijdrage van 
5,55 χ l ( r (Wetlaufer, 1962). 
De verhouding, E experimenteel /E theoretisch, van 1,07 ligt in het ge­
bied (0,93 - 1,13), dat door Wetlaufer (1962) werd berekend voor een 
aantal eiwitten. Het verschil tussen de experimentele en de theoretische 
waarde kan verklaard worden door een verhoogde absorptie van de a r o ­
matische residuen aan te nemen, als gevolg van hun aanwezigheid in het 
eiwit. 
b . Molecuulgewicht 
De resultaten van de Archibald-runs bij verschillende toerentallen wer­
den verwerkt in een z.g. Trautman-plot (Trautman, 1956) (fig. 63). 
Bij de bepaling i s ervoor gezorgd dat de punten, verkregen bij de di­
verse toerentallen, gedeeltelijk samenvallen. 
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Figuur 63 
Trautman plot van ßs-cysiaZZine 
Eiwitconcentratie: 0,86%; temperatuur: 30C. 
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Met behulp van de methode der kleinste kwadraten werd de r e g r e s s i e ­
lijn bepaald. Uit de helling van de lijn kan de waarde van het geredu­
ceerde molecuulgewicht, M(l - ν ς), berekend worden. Een waarde van 
(0,76 + 0,03) χ 10 4 werd gevonden. Het part ieel specifieke volume, v, 
werd berekend uit de aminozuursamenstell ing volgens de methode van 
Cohn en Edsall (1943). (Zie tabel 14). Voor het specifieke volume van 
half-cystine werd de waarde van McMeekin en Marshal l (1952) genomen. 
De berekening leverde een waarde op van 0,727 ml/gram. De dichtheid, 
ç , werd pyknometrisch bepaald. Een waarde van 1,0097 werd verkregen. 
Uit de waarde voor het gereduceerde molecuulgewicht, het part ieel 
specifiek volume, en de dichtheid, werd het molecuulgewicht berekend. 
De verkregen waarde was 28.000 + 1.000. 
c. Aminozuursamenstelling 
In tabel 13 is de aminozuursamenstelling weergegeven. De hydrolyse-
tijden waren: 24, 48 en 72 uur, waarvan de ee r s te hydrolyse in duplo 
is uitgevoerd, met een gemiddelde deviatie van 0,9% (grenzen 1,9-0,0%). 
Als inwendige standaard werd steeds norleucine meegenomen. 
Zoals gebruikelijk i s , zijnde waarden voor threonine, ser ine en amide-
NH2, geëxtrapoleerd tot tijd t = 0, waarbij een l ineaire extrapolatie werd 
uitgevoerd. 
Voor valine en isoleucine zijn de maximale waarden van 72 uur aange-
houden, terwijl voor de overige aminozuren het gemiddelde van de 
waarden uit de 3 hydrolysetijden werd genomen. Tryptofaan, dat bij 
zure hydrolyse gedestrueerd wordt, werd volgens de methode van Spies 
en Chambers (1949) en volgens de methode van Goodwin en Morton 
(1946) bepaald. De verkregen waarden uit beide methoden stemden v r i j -
wel met elkaar overeen (resp. 3,20 en 3,38 gewichtspercent). Daar de 
eers te methode betrouwbaarder i s , i s in de tabel deze waarde aange-
houden. 
In de ee r s t e kolom van de tabel zijn de gemiddelde, de geëxtrapoleerde, 
of de maximale waarden uit de hydrolysetijden vermeld. 
De ' r ecovery 'van 100,9% (op gewichtsbasis) wijst enerzijds in de r ich-
ting van de betrouwbaarheid van de resultaten, anderzijds wijst dit erop, 
dat er geen andere dan de bepaalde aminozuren in het eiwit aanwezig 
zijn. Bovendien sluit het de aanwezigheid van mater iaa l met een niet-
eiwit karakter uit. 
De 2e kolom geeft de minimale molecuulgewichten weer, berekend met 
de formule: , 
mol.gew. aminozuur r e s . ,,._ 
minimaal molecuulgewicht = . χ 100 gew.perc. aminozuur r e s . 
T a b e l 13 
Armnozuursamenstelling van 
Aminozuur 
r e s idu 
Aspa rag inezuur 
Th reon ine 
Se r ine 
Glu taminezuur 
P r o l i n e 
Glycine 
Alanine 
Valine 
Methionine 
Isoleucine 
Leucine 
T y r o s i n e 
Phenyla lanine 
Lys ine 
His t id ine 
Arginine 
Amide ammonia 
T o t a a l ^ cys t ine 
Tryptofaan 
T o t a a l 
Gemiddeld r e s idu 
g a m i n o -
zuu r 
r e s iduen 
p e r 100 g 
eiwit 
(a) 
8,91 
2,52(c) 
4,68(c) 
13,89 
3,22 
3,96 
3,45 
4,07(d) 
3,63 
3,95(d) 
5,54 
9,26 
7,20 
5,47 
4,79 
9,99 
(l,39)C,f 
3 ,2l ( i ) 
3,20(e) 
100,94 
gewicht 
Minimaal 
molecuul 
gewicht 
(b) 
1292 
4012 
1861 
930 
3016 
1441 
2060 
2436 
3614 
2865 
2051 
1762 
2044 
2343 
2863 
1563 
1151 
3178 
5819 
Aantal 
r e s iduen 
p e r 
28.000 g 
eiwit 
22 
7 
15 
30 
9 
20 
14 
12 
8 
10 
14 
16 
14 
12 
10 
18 
(24) 
9 
5 
ßs-crystalline 
Berekend 
molecuul 
gewicht 
28.424 
28.084 
27.915 
27.900 
27.144 
28.820 
28.840 
29.232 
28.912 
28.650 
28.714 
28.192 
28.616 
28.116 
28.630 
28.134 
27.624 
28.602 
29.095 
2 8 . 4 0 2 ( g ) 
28.367(h) 
Amino-
zuu r 
r e s iduen 
p e r 
28.400 g 
eiwit 
21,98 
7,08 
15,26 
30,54 
9,42 
19,71 
13,79 
11,66 
7,86 
9,91 
13,85 
16,12 
13,90 
12,12 
9,92 
18,17 
24,68 
8,94 
4,88 
Naas t e 
aanta l 
r e s iduen 
p e r 
28.400 g 
eiwit 
22 
7 
15 
31 
9 
20 
14 
12 
8 
10 
14 
16 
14 
12 
10 
18 
(25)f 
9 
5 
246 
116 
a) watergehalte was 7,2% 
b) berekend met de formule 
minimum molecuulgewicht molecuulgewicht aminozuur residu χ 100 
gewichtspercentage aminozuur residu in het eiwit 
c) geëxtrapoleerd naar hydrolyse tijd t = 0 
d) waarde na 72 uur hydrolyse 
e) een waarde van 3,38 (gewichtspercentage) werd met de methode van Goodwin en 
Morton (1946) verkregen 
f) weggelaten uit het totaal 
g) het gemiddelde molecuulgewicht, berekend van alle residuen 
h) het gemiddelde molecuulgewicht, berekend van die residuen, die in minder dan 
10 residuen in het eiwit voorkomen 
i ) bepaald als cysteinezuur en gecorrigeerd voor 90% 'recovery' (Schram, Moore 
en Bigwood, 1954) 
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T a b e l 14 
Berekening van het partieel specifiek volumen van ßs-crystalline 
uit de aminozuursamenstelling 
Aminozuren residu 
Asparaginezuur 
Asparagine(a) 
Threonine 
Serine 
Glutaminezuur 
Glutaminen) 
Prol ine 
Glycine 
Alanine 
Valine 
Methionine 
Isoleucine 
Leucine 
Tyrosine 
Phenylalanine 
Lysine 
Histidine 
Arginine 
Tryptofaan 
Totale half-cystine 
T o t a a l 
Aminozuur 
residu 
per 100 g eiwit 
(gewichte %) 
4,73 
4,15 
2,52 
4,68 
7,37 
6,47 
3,22 
3,96 
3,45 
4,07 
3,63 
3,95 
5,54 
9,26 
7,20 
5,47 
4,79 
9,99 
3,20 
3,21 
100,16 
V 
0,60 
0,62 
0,70 
0,63 
0,66 
0,67 
0,76 
0,64 
0,74 
0,86 
0,75 
0,90 
0,90 
0,71 
0,77 
0,82 
0,67 
0,70 
0,74 
0,63 
V χ gewichte % 
2,838 
2,573 
1,764 
2,948 
4,864 
4,335 
2,447 
2,543 
2,553 
3,500 
2,723 
3,555 
4,986 
6,575 
5,544 
4,485 
3,209 
6,993 
2,368 
2,022 
72,825(b) 
Berekend uit: 
a) gewichts % glu (asp) 
residu gewicht glu (asp) gew.% -NH2 
gew.% glu gew.% asp. res.gew.-NH2 χ res.gew.glu NH2 (asp NH2) 
resid.gew.glu resid.gew.asp 
b) het partieel specifiek volumen van ß s-crystalline werd als volgt berekend: 
72,825/100,16 = 0,727 ml per g 
Met deze minimale molecuulgewichten en de aangenomen aantallen 
residuen voor een molecuulgewicht van 28.000, zijn de waarden van 
kolom 4 berekend. De gemiddelde waarde voor het molecuulgewicht 
van 28.400 komt zowel overeen met de gemiddelde waarde van die amino­
zuren, die in geringe hoeveelheid (< 10 res.) in het molecuul aanwezig 
zijn, als met de waarde, bepaald uit de fysisch-chemische metingen. 
Het eiwit bevat in totaal 246 residuen. 
Daar het verschil tussen enerzijds de zure aminozuren (asparagine- en 
glutaminezuur), gecorrigeerd voor het amidegehalte, en anderzijds de 
basische residuen (lysine, arginine en histidine) 12 (basische) groepen 
bedraagt, kan men een alkalisch iso-ionisch punt verwachten. 
De migratie van het eiwit naar de kathode in de zetmeelgel-elektrofo-
rese bij pH 7,6, is hiermee in overeenstemming. 
De titratie met p-hydroxymercuribenzoaat leverde als resultaat 4,8 
SH-groepen per mol eiwit op bij pH 7,0. Wanneer het eiwit voor de 
titratie gedenatureerd werd met 5 M guanidine-HCl en de meting van 
de optische dichtheid werd uitgevoerd na 75 uur, werd een iets hogere 
waarde, n.l. 5,5 gevonden. 
Deze waarden wijzen erop, dat het eiwit 5 vrije SH-groepen bezit en 
waarschijnlijk 2 cystine-residuen. Het is onnodig erop te wijzen, dat 
deze conclusie slechts voorlopig is. 
d. N-eindstandige aminozuren 
β -crystalline werd in zijn DNP-derivaat omgezet volgens de methode 
van Fraenkel-Conrat, Harris en Levy (1955) en gedurende 8 uur gehy-
drolyseerd met 5,7 N HCl. 
De in ether oplosbare fractie van het hydrolysaat leverde bij 2-dimen-
sionale papierchromatografie slechts 2 vlekken op, die geïdentificeerd 
konden worden als 2,4-dinitroaniline en 2.4-dinitrophenol. Deze laat-
ste verbinding geeft een vlek, die reversibel ontkleurd en gekleurd kan 
worden door de vlek achtereenvolgens te behandelen met dampen van 
mierenzuur en ammonia. Geen in ether oplosbare aminozuren werden 
waargenomen. 
De waterlaag gaf, na chromatografie volgens Blackburn en Lowther 
(1951) (d.i. 1-dimensionaal met tert. amylalcohol-ftalaatbuffer), naast 
de ε-DNP-lysinevlek nog enkele andere vage vlekken. Wanneer wij 
in het chromatogram di-DNP-histidine en DNP-arginine lieten mee­
lopen, dan bleken deze verbindingen andere Rf-waarden te hebben dan 
bovengenoemde vage vlekken. Ook de kleurreacties volgens Pauli en 
Sakaguchi, specifiek resp. voor mono-DNP-histidine en DNP-arginine, 
gaven een negatief resultaat. Cystine of een half residu cystine konden 
als N-terminale groep worden uitgesloten na hydrolyse en chromato­
grafie van het DNP-derivaat van het met permierenzuur geoxydeerde 
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eiwit. Ook proline kon als eindstandige aminozuur worden uitgesloten 
na een korte hydrolyse (4 uur) van het DNP-eiwit met 11,2 N HCl. Deze 
behandeling leverde n.l. geen extra vlekken op. 
Deze gegevens leidden tot de conclusie, dat β
s
-crystalline geen vrij 
eindstandig aminozuur bezit. Ook ß2-crystalline leverde hetzelfde 
negatieve resultaat op, hoewel bij dit eiwit ten gevolge van de geringe 
hoeveelheid eiwit, die ons ter beschikking stond, geen onderzoek ver-
richt werd naar de aanwezigheid van cystine als eindstandig aminozuur. 
e. C-eindstandig aminozuur 
Tweedimensionale papierchromatografie van het mengsel, dat ver-
kregen werd na 16 uur hydrazinolyse, leverde glutaminezuur als be-
langrijkste vlek op. Ook sporen van threonine, serine, glycine en alanine 
werden waargenomen. 
Het С-eind standige aminozuur werd kwantitatief bepaald door inwerking 
van de exopeptidase, carboxypeptidase-A, op het eiwit. 
Reactieprodukten, verkregen bij 3 verschillende incubatietijden (0,5, 8 
en 20 uur), werden geiclentificeerd en bepaald met de FDNB-methode. 
Tot onze verrassing werden slechts zeer geringe hoeveelheden vrije 
aminozuren gevonden. Glutaminezuur werd door het enzym het eerst 
vrijgemaakt, maar zelfs bij een gewichtsverhouding van carboxypep-
tidase tot ßs-crystalline van 1 : 25 en na een reactietijd van 20 uur, 
werd geen hogere waarde dan 0,07 mol glutaminezuur per mol eiwit ge-
vonden. 
Sporen van andere aminozuren werden ook waargenomen (0,009-0,04 
mol per mol eiwit). 
Op grond van het feit, dat beide methoden glutaminezuur opleverden 
als voornaamste aminozuur, kan, zij het met een zekere reserve, de 
conclusie getrokken worden, dat glutaminezuur het carboxyl-eindstan-
dige aminozuur van ßs-crystalline is. De lage, submolaire hoeveelheid 
glutaminezuur, die bij de reactie met carboxypeptidase gevonden werd, 
kan verklaard worden door de aanwezigheid van een proline residu in 
de onmiddellijke nabijheid van het C-eindstandig aminozuur aan te ne-
men. Het is n.l. bekend dat proline, dichtbij het C-terminale uiteinde 
van een eiwit, een sterk remmende werking op carboxypeptidase-A 
heeft. 
Vermeldenswaard in dit verband is.datRickli et al. (1964) soortgelijke 
waarnemingen deden bij menselijke koolzuuranhydrasen. 
Ook bij $2 -crystalline leverde het onderzoek naar het C-terminale 
aminozuur hetzelfde resultaat op als bij ßs-crystalline. Ook bij dit ei-
wit werd,na reactie met carboxypeptidase-A en analyse van de reactie-
produkten van 3 tijden, glutaminezuur als voornaamste aminozuur ge-
vonden en ook hierbij in submolaire hoeveelheden. 
V.3.6.2. Aminozuursamenstellingen van ß2-, YQ-, r i - en X2~crys1:-a^L^ne 
IntabellSzijndeaminozuursamenstellingen van bovengenoemde eiwit-
ten gegeven. 
De hydrolysetijden waren 24 en 48 uur. De waarden van serine en 
threonine zijn tot hydrolysetijd t = 0 geëxtrapoleerd en voor valine en 
isoleucine zijn de maximale waarden van 48 uur aangehouden. Het ge-
halte aan tryptofaan werd bepaald met de methode van Goodwin en 
Morton (1946). 
Omdat de geanalyseerde preparaten alle een onbekende hoeveelheid zout 
bevatten, waarschijnlijk ammoniumacetaat, zijn de vermelde waarden 
berekend door de hoeveelheid van elk aminozuur te delen door de tota-
le hoeveelheid van alle aminozuren, en deze waarden te herleiden tot 
grammen per 100 gram eiwit. Hierbij is dus een 'recovery' van 100 
percent aangenomen, hetgeen, gezien de resultaten bij ßs-crystalline 
ende α-crystallinen, niet onredelijkis. Tevens is in de tabel opgenomen 
het aantal aminozuurresiduen per berekend molecuulgewicht. Dit mole­
cuulgewicht werd uit de aminozuursamenstelling berekend op de wijze, 
zoals dit bij β
s
-crystalline is aangegeven, waarbij voor ß2-, YQ- en 
Y2-crystalline de waarde van 28.000 als eerste benadering werd aan-
gehouden en voor γ γ -crystalline de waarde van 20.000. 
Het gebruik van deze lagere waarde voor γ^-crystalline wordt gerecht­
vaardigd door het feit, dat γ^- (evenals Y3-) crystalline bij gelfiltratie 
met een groter elutievolumen uit de kolom komt dan de eerstgenoemde 
eiwitten (zie hoofdstuk III). Bovendien bleek, dat bij de waarde van 
20.000 de deviatie van gehele getallen het kleinst was. Om de amino­
zuursamenstellingen van de geïsoleerde eiwitten beter te vergelijken 
zijn in tabel 16 de hoeveelheden uitgedrukt in aantallen residuen per 
1000 residuen. 
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T a b e l 15 
Aminozuursamenstelling van ß2-, YQ-i Yl- en Y2-crystalline, uitgedrukt in g aminozuurresidu 
per 100 g eiwit, en in aantal residuen per berekend molecuul gewicht 
Aminozuren 
Asparaginezuur 
Threonine(a) 
Serine(a) 
Glutaminezuur 
Pr oline 
Glycine 
Alanine 
Valine(b) 
Methionine 
IsoleucineC^) 
Leucine 
Tyrosine 
Phenylalanine 
Lysine 
Ilistidine 
Arginine 
Totaal i cystine(c) 
Tryptofaan(d) 
ß2-crystal l ine 
g amino-
zuur 
residuen 
per 100 g 
eiwit 
8.95 
2.98 
5,58 
13,51 
4,12 
4,41 
3,16 
3,94 
3,71 
3,51 
5,09 
6,72 
6,60 
6,98 
4,93 
9.40 
4,62 
3,07 
aantal 
residuen 
per 
28.300 g 
eiwit 
22,02 
8,35 
18,14 
29,62 
12,01 
21,88 
12,59 
11,25 
8,01 
8,78 
12,74 
11,66 
12,70 
15,42 
10,18 
17,04 
12,81 
4,67 
Y0-crystalline 
g amino-
zuur 
residuen 
per 100 g 
eiwit 
8,62 
9,66 
4,59 
15,94 
1,44 
4,74 
3,20 
9,91 
2,93 
2,85 
6,65 
1,81 
4,14 
10,94 
1,54 
6,22 
3,86 
3,80 
aantal 
residuen 
per 
27.900 g 
eiwit 
20,93 
26,69 
14,73 
34,50 
4,14 
23,21 
12,58 
27,95 
6,24 
7,04 
16,42 
3,10 
7,86 
23,84 
3,14 
11,13 
10,56 
5,70 
Yl-crystal l ine 
g a m i n o -
zuur 
residuen 
per 100 g 
eiwit 
9,67 
3,06 
4,47 
13.01 
4,57 
4,30 
1,54 
3,92 
3,89 
3,56 
6,48 
10,20 
5,94 
3,61 
3.30 
12,21 
3,49 
3,87 
aantal 
residuen 
per 
19.800 g 
eiwit 
16,66 
6,00 
10,18 
19,99 
9,33 
14,94 
4,30 
7,84 
5,88 
6,24 
11,36 
12,39 
8,00 
5,59 
4,77 
15,50 
6,78 
4,12 
Y2-crystalline 
g amino-
zuur 
residuen 
per 100 g 
eiwit 
8,88 
9,00 
3.80 
15,05 
2,23 
4,28 
2,86 
9,55 
3,46 
3,30 
6,52 
2,74 
3,98 
10,62 
1,30 
6,86 
3,46 
3,13 
aantal 
residuen 
per 
28.100 g 
eiwit 
21,69 
25,03 
12,27 
32,77 
6,46 
21,09 
11,31 
27,08 
7,41 
8,20 
16,19 
4,72 
7,60 
23,29 
2,66 
12,35 
9,52 
4,73 
a) geëxtrapoleerd tot hydrolyeetijd t = 0 c) aangenomen correctiefactor: 1,41 
b) waarde na 48 uur hydrolyse d) bepaald met de methode van Goodwin en Morton (1946) 
T a b e l 16 
Aminozuursamenstelling van 32-, ß s - . γΟ-» Yl - e n Y2-crystalline, 
uitgedrukt in aantal residuen per 1000 residuen 
Aminozuren 
Asparaginezuur 
Threonine(a) 
Serme(a) 
Glutaminezuur 
Prol ine 
Glycine 
Alanine 
Valine(b) 
Methionine 
Isoleucine(b) 
Leucine 
Tyrosine 
Phenylalanine 
Lysine 
Histidine 
Arginine 
Half cystine(c) 
Tryptofaan( d) 
Crystall ine 
ß2 
88 
33 
73 
118 
48 
88 
50 
45 
32 
35 
51 
47 
51 
62 
41 
68 
51 
19 
ßs 
90 
29 
62 
125 
38 
80 
56 
48 
32 
40 
57 
66 
57 
49 
41 
74 
37 
2 0
. J 
Y0 
81 
103 
57 
133 
16 
89 
48 
108 
24 
27 
63 
12 
30 
92 
12 
43 
41 
22 
Yl 
98 
35 
60 
117 
55 
88 
25 
46 
35 
37 
67 
73 
47 
33 
28 
91 
40 
24 
Y2 
85 
98 
48 
129 
25 
83 
44 
106 
29 
32 
64 
19 
30 
92 
11 
49 
37 
17 
a) geëxtrapoleerd tot hydrolysetijd t = 0 
b) waarde na 48 uur hydrolyse 
c) aangenomen correctiefactor: 1,41 
d) bepaald met de methode van Goodwin en Morton (1946) 
V.4. DISCUSSIE 
Door middel van gelfiltratie over Sephadex G-75 en chromatografie 
over DEAE-Sephadex konden ß2-, ß s - · TO"· Yl" e n Y2-c ry s t alline in 
gezuiverde vorm geïsoleerd worden. De zuiverheid van de verkregen 
preparaten werd getoetst door zetmeelgel-elektroforese of (en) agar-
elektroforese. Met uitzondering van γχ -crystalline, dat nog een geringe 
'verontreiniging' bevatte, gaven genoemde crystallinen slechts een 
enkele band, hetgeen wijst op een grote homogeniteit van de verkregen 
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preparaten. Wat betreft β -crystal l ine, ook de ultracentrifuge-analyse 
wees op een grote homogeniteit. De aminozuur-analyse van ß s - c r y s t a l -
line gaf een molecuulgewicht van 28.400 in overeenstemming met de 
waarde, berekend uit de Archibald-metingen. Dit rangschikt ß s - c r y s t a l -
line definitief onder de laagmoleculaire eiwitten van de ooglens, het-
geen verwacht kon worden uit het gedrag van dit eiwit bij de gelfiltratie. 
Deze vondst bevestigt tevens een vroegere waarneming van Rabaey 
(1959), die op grond van ultrafiltratieproeven (met de lenskapsel als 
ultrafilter) tot de conclusie kwam, dat de V^-iractie (overeenkomend 
met ß s -c rys ta l lme) een laag molecuulgewicht had. 
De waarden van de molecuulgewichten, berekend uit de aminozuur-
samenstelling van de andere geïsoleerde crystallinen, komen redelijk 
overeen met de waarden, die door middel van gelfiltratie berekend zijn 
voor de twee hoofdtoppen van fractie E (zie hoofdstuk III). Hierbij moet 
dan in ogenschouw worden genomen.dat ß2- , ß s - en Y2-crystalline zich 
vooral bevinden in de eers te (Ei) , doch γ^-crystal l ine in de laatste 
top(E2). Het is onnodig erop te wijzen, dat de waarden nog geverifieerd 
moeten worden door fysisch-chemische metingen, b.v. op de wijze, zoals 
dat bij ß s -c rys ta l l ine is geschied. 
Het feit, dat geen N-eindstandig aminozuur bij ß s -c rys ta l l ine werd 
waargenomen, kan onder meer verklaard worden door een blokkering van 
het eindstandig aminozuur aan te nemen. Blokkering van het N-terminale 
aminozuur door binding aan een koolhydraat kan uitgesloten geacht 
worden door de ' recovery ' van 100% in de aminozuuranalyse. 
T e r verklaring van de submolaire hoeveelheden glutaminezuur als N-
eindstandig aminozuur, die Bloemendal et al . (1965) vonden voor een 
s terk gezuiverd a-crysta l l inepreparaat , opperden deze onderzoekers 
een soortgelijke mogelijkheid. Daarentegen vond Björk (1964) glycine als 
het enige N-terminale aminozuur in de γ-crystall inen, geïsoleerd uit 
kalfslenzen en glutaminezuur werd door ons gevonden in het grootste 
deel van de ß-crystallinen (zie hoofdstuk III). 
Dit legt weer eens de nadruk op de complexiteit van de lenseiwitten. 
Analyses van de carboxyl-eindstandige aminozuren van lenseiwitten 
zijn maar zelden uitgevoerd. Firfarova vermeldt alanine als het C-
terminale aminozuur van α-crystall ine, terwijl Mizukawa et al . (1961) 
glycine en alanine hiervoor vonden. 
Zoals vermeld i s in hoofdstuk IV, werd voor α-crystal l ine als C-ter-
minale groep ser ine gevonden (Van Dam en Ten Cate, 1966), terwijl 
threonine werd gevonden als C-terminale aminozuur van enkele ß-
crystallinen (Van Dam en Ten Cate, 1958). 
De afwezigheid of blokkering van de N-terminale aminozuren en de ge-
vonden submolaire hoeveelheid C-terminale aminozuur, maken het ons 
onmogelijkde vraag te beantwoorden, of ßg-crystalline uit een of meer 
polypeptide-ketens bestaat. 
Over het voorkomen van ßg-crystalline kan het volgende opgemerkt 
worden: In lensextracten van kalf, paard en varken werden componenten 
met eenzelfde elektroforetische mobiliteit en in eenzelfde gelfiltratie-
fractie gevonden als ßs-crystalline. 
Daarentegen vonden wij in de immuno-elektroforese van ßs-crystalline 
met anti-kippelens-serum geen enkele lijn, hetgeen erop wijst, dat dit 
eiwit niet voorkomt in kippelenzen. 
Wat betreft de verdeling van dit eiwit over de verschillende delen van 
de runderlens: 
β g-crystalline komt relatief meer voor in de cortex dan in de kern van 
de lens. 
Het is mogelijk, dat het verschil in elektroforetische mobiliteit, dat 
Papaconstantinou (1965) vond, tussen de ' r-crystallinen' van kern en 
cortex, te wijten is aan de grotere hoeveelheid ßs-crystalline in het 
extract van de cortex. 
De resultaten van ORD-metingen aan ßs-crystalline werden vermeld 
in hoofdstuk IV. 
Van de andere geïsoleerde eiwitten konden door het tekort aan materiaal 
minder gegevens verkregen worden dan van het β
 s
-crystalline. Dat wij 
hier te doen hebben met verschillende eiwitten is duidelijk te zien aan 
de verschillen in chromatografische eigenschappen, maar nog meer aan 
de verschillen in aminozuursamenstellingen (tabel 15 en 16). Toch kan 
men op grond van de aminozuursamenstellingen deze eiwitten verdelen 
in 3 groepen. Groep Iomvat $2' e n ßs-crystalline, groep II yg- en Y2-
crystalline, en groep III γ^-crystalline. Steeds zijn de verschillen in 
aantal residuen binnen elke groep kleiner dan tussen de groepen onder­
ling. 
Het feit dat ß2-crystalline bij de N-enC-lerminale aminozuuranalyse 
dezelfde resultaten als ßs-crystalline gaf, nl. geen vrije N-terminale 
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groep en glutaminezuur als C-terminaal aminozuur, rechtvaardigt het 
onderbrengen van beide eiwitten in een groep. 
In overeenstemming met de groepsindeling is verder te vermelden dat 
γ ^ - , Y2- en β
s
-crys ta l l ine immunologisch verschil len. 
Opmerkelijk zijn bij γν,- en Yn-crystalline de hoge waarden van threo­
nine en valine. Uit vergelijking met de 250 aminozuursamenstellingen, 
die T r i s t r a m en Smith (1963) publiceerden, blijkt, dat de waarde voor 
threonine van yQ-crystalline zelfs de hoogste is van de door deze au­
teurs gegeven waarden, en dat die van Y2-crystalline alleen wordt over­
troffen door de threonine-waarde van a-chymotrypsine. 
Vergelijking met bovengenoemde aminozuursamenstellingen leert ver­
der, dat de waarden voor r e s p . methionine, tyrosine (uitgezonderd die 
van YQ- en Y2-crystalline), phenylalanine, histidine, valine (alleen van 
YQ- en Y2-crystalline), en arginine (met uitzondering van die van YQ-
en γ 2- crystalline) behoren tot de hoogste van de gepubliceerde waarden. 
In hoofdstuk IV werden de consequenties van deze hoge waarden van 
threonine en valine voor de secundaire en t e r t i a i r e s tructuren nader 
besproken. 
V.5. SAMENVATTING 
Vijf laagmoleculaire eiwitten uit de runderlens werden door een com­
binatie van gelfiltratie over Sephadex G-75 en chromatografie over 
DEAE-Sephadex gezuiverd. Deze 5 eiwitten, r e s p . aangeduid als fry-' 
ß s - , YQ- , γ^-, en γ 2-crystalline, schijnen, te oordelen naar hun gedrag 
in agar- of (en) zetmeelgel-elektroforese, homogeen te zijn. 
Van deze eiwitten werd β g-crystalline het meest uitvoerig onderzocht. 
De molaire extinctiecoëfficiënt van β
 s
- c r y s t a l l i n e bij 278 ιημ was 
5,28 χ 10 . Het molecuulgewicht van ß s - c rys t a l l i ne , berekend uit de 
aminozuursamenstelling (recovery 100,9% van het drooggewicht) i s 
28.400 en komt overeen met de waarde, bepaald door de Archibald-
methode. 
Het eiwit bevat 246 aminozuurresiduen met de volgende samenstelling: 
Asp22Thry Ser, _ Glu-ProQGly2Q Ala^^ Val^2Meto Ileu^Q Leuj^ T y r ^ 
P h e 1 4 L y s 1 2 H i s 1 0 A r g 1 8 T r y 1 5 (Cys-SH)5 (Cys -S-S-Cys^ ( - C O N ^ h s -
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DeN-eindstandige aminozuren van ß s - en van ß2-crystalline reageer-
den niet met 2.4-dinitrofluorbcnzeen. Er zijn aanwijzingen, dat beide 
eiwitten glutaminezuur als C-eindstandig aminozuur bezitten. 
De aminozuursamenstellingen van ß^-, уд-, γ , - en γ2-crystalline 
werden ook bepaald. Op grond van deze aminozuursamenstellingen zijn 
de geïsoleerde eiwitten in 3 groepen te verdelen, die onderling, wat be-
treft enkele aminozuren, sterk verschillen. Enkele karakteristieke 
punten van deze aminozuursamenstellingen werden in de discussie nader 
besproken. 
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SAMENVATTING 
Dit proefschrift behandelt de fractionering, de isolatie en de structuur-
analyse van ooglenseiwitten. 
Hoewel het onderzoek van de eiwitten van de runderlens in het onder-
havige werk de centrale plaats inneemt, werden ter vergelijking ook 
enige studies gemaakt van de lensextracten van kalf, varken, paard, kip, 
kikker en sepia. 
In hoofdstuk I werd in het kort het tweeledige doel van dit chemische 
onderzoek aangeduid. Enerzijds beoogt het aan de studie van de lens-
ontwikkeling een chemische basis te verschaffen; anderzijds tracht het 
een bijdrage te leveren aan onze kennis van de structurele geaardheid 
van de lens. 
De resultaten die wij verkregen bij het zone- en immuno-elektrofore-
tisch onderzoek van de lensextracten van rund, kalf, paard, varken, 
* De Heer W.van Drimmelen, Drs. J.W.Bootsma en Drs. W.E.Vhegenthart zijn wij 
zeer erkentelijk voor het doornemen van het manuscript. 
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kip, kikker en sepia werden in hoofdstuk II besproken. Deze resultaten 
duiden op een grote complexiteit van de eiwitsamenstelling van de lens­
extracten. Na agar-elektroforese konden in de cortex-extracten van 
runderlens minstens vier eiwitfracties worden onderscheiden (Fig. 2 A). 
Deze fracties werden aangeduid met pre-α- (of ρ-), α-, β - eny-
crystalline. De relatieve mobiliteiten van de grenzen van deze fracties 
en de maxima in deze fracties werden in tabel 2 samengevat. 
In deze fracties werden na immuno-elektroforese resp. 2, 2-3, 7-9 en 
5 lijnen gevonden (Fig. 5). Een nomenclatuur voor deze lijnen werd op­
gesteld. In deze nomenclatuur werden de lijnen vernoemd naar de agar-
elektroforetisch gescheiden fracties waarin zij gevonden werden en naar 
de plaats die de lijnen innamen in het diffusievlak. Na absorptie van het 
antiserum met runderlever werd de lijn Г з
с
 niet meer waargenomen, 
hetgeen erop wees, dat deze antigene component niet orgaanspecifiek 
is. Dit geldt waarschijnlijk ook voor twee antigene componenten in het 
β-crystalline gebied. 
Na zetmeelgel-elektroforesevanrundercortex-extract met een 0,03 M 
Tris-boorzuurbuffer,pH7,6, werd een beeld verkregen waarin, zij het 
met moeite, 10-12 banden konden worden onderscheiden, waarvan 3-4 
banden aan de kathodezijde (Fig. 4). 
Het agar-elektroforesepatroon van kemextract (flg. 2D) onderscheidde 
zich van dat van cortex door een lagere concentratie en een lagere re­
latieve mobiliteit van a-crystallineendooreen hogere concentratie van 
de γ-crystallinen. De relatieve mobiliteiten van de γ-crystallinen zijn 
bij cortex en kern echter gelijk. De relatieve mobiliteiten van de gren­
zen en maxima in de fracties gevonden na agar-elektroforese van de 
lensextracten van kalf, paard, varken, kikker, kip en sepia zijn samen­
gevat in tabel 3. 
De elektroforese-patronen (fig. ЗА t/m С) van de lensextracten van 
de onderzochte zoogdieren stemmen grotendeels met elkaar overeen, 
terwijl die van kikker en kip hiervan verschillen (fig. 3D, E). 
Het elektroforese-patroon van het lensextract van sepia wijkt sterk af 
van dat van de vertebraten en wordt gekarakteriseerd door een brede 
band met lage relatieve mobiliteit (Fig. 3F). 
Antiserum tegen runderlens-cortex vormde bij immuno-elektroforese 
van extracten van kalf, varken, paard, kip en kikker respectievelijk 10, 
6, 5, 4 en 3 precipatielijnen (fig. 7), verdeeld over de belangrijkste 
elektroforetisch gescheiden fracties. Dit wijst erop, dat niet uitsluitend 
α-crystalline, maar ook sommige β- en γ-crystallinen orgaanspe-
cifiek zijn. Daarentegen vormde genoemd antiserum bij immuno-elek-
troforese van lensextract van sepia geen enkele lijn. Blijkbaar zijn de 
eiwitten van de evertebrate lens immunologisch niet verwant aan de 
lenseiwitten van de vertebraten. 
Om tot een verantwoorde isolatie van een aantal eiwitten te komen, bleek 
een voorscheiding in groepen noodzakelijk. Als methode hiervoor werd 
gelfiltratie over Sephadex G-200 gekozen. Cortex-extract van runder-
lens kon door gelfiltratie in 6 fracties worden gescheiden (Fig. 8). Hier­
van bleek de laatste uit dialyseerbare laagmoleculaire stoffen te be­
staan. 
Analyse van de 5 eiwitfracties d.m.v. agar- en immuno-elektroforese 
toonde aan dat fractie A vrijwel zuiver α-crystalline bevatte, dat in 
fracties В, С en D het grootste deel van de ß-crystallinen voorkwamen 
en dat van fractie E de voornaamste componenten waren de γ-crystal­
linen, ß s - en enkele andere ß-crystallinen en pre-α-crystalline (fig. 
H). 
Rechromatografie van fractie A leverde een preparaat op dat uitsluitend 
uit α-crystalline bestond. 
Van de geïsoleerde fracties werden enkele chemische karakteristieken 
bepaald, zoals het tyrosine- en tryptofaangehalte, het gehalte aan SH-
groepen en de N-eindstandige aminozuren (tabel 4). 
Met behulp van de gelfiltratiemethode volgens Andrews (1964) werden 
de 'molecuulgewichten1 van de fracties bepaald (tabel 8). Bij fractie В 
bleek de waarde van het 'molecuulgewicht' sterk afhankelijk te zijn van 
de opgebrachte hoeveelheid eiwit. Terwijl bij de hoogste concentratie 
een waarde van 200.000 werd verkregen leidde extrapolatie tot С = 0 tot 
een waarde van ongeveer 33.000 (fig. 23). Tussen de elutiepatronen van 
cortex- en kernextract werden enige verschillen gevonden, vooral van 
kwantitatieve aard (fig. 12). 
Ook werden in dit hoofdstuk de elutiepatronen van de lensextracten van 
rund, kalf, paard, varken, kip, kikker en sepia gegeven en met elkaar 
vergeleken (fig. 15 t/m 21). Bij de vertebraten bleek in kwalitatief op­
zicht de verdeling naar moleculaire grootte van de lenseiwitten in grote 
trekken gelijk. Hierbij konden onderscheiden worden hoog- en laag-
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moleculaire eiwitfracties en fracties met molecuulgewichten interme­
diair tussen deze uitersten. Er bleken grote verschillen te bestaan tussen 
de verschillende lensextracten wat de relatieve hoeveelheden van de 
onderscheiden eiwitfracties betreft (tabel 6). Bij de onderzochte everte-
braat bleek de opbouw naar moleculaire grootte echter veel eenvoudiger 
(fig. 21). Slechts twee eiwitfracties met molecuulgewichten van onge­
veer 60.000 en 40.000 werden gevonden. 
De verkregen fracties werden m.b.v. agar- en immuno-elektroforese 
geanalyseerd. Hierbij bleek dat vooral het elektroforese-patroon van de 
laagmoleculaire eiwitfractie (fractie E) bij de vertebraten onderling 
nogal verschilde. De hoogmoleculaire fractie (fractie A) bleek bij alle 
vertebraten voornamelijk uit α-crystalline te bestaan. 
In hoofdstuk IV werden de resultaten besproken van een nader onderzoek 
van de hoogmoleculaire of α-crystalline fractie. 
Immuno-elektroforetisch onderzoek toonde aan dat de zuiverheid van 
het d.m.v. chromatografie over Sephadex G-200 geïsoleerde a-crystal-
linepreparaat groter was dan van de preparaten bereid volgens in de 
literatuur beschreven methoden, met uitzondering van het preparaat, 
geïsoleerd volgens de methode van Wisse et al. (1966) (Fig. 24). Terwijl 
het onderzoek naar de N- eindstandige aminozuren slechts 1-2 molen glu-
taminezuur per mol eiwit (10 g) als resultaat opleverde, werden als C-
eindstandige aminozuren gevonden 22 molen serine (per mol eiwit), on-
geveer 2 molen glycine en glutaminezuur en in kleinere hoeveelheden 
valine, alanine, threonine, leucine en tryptofaan. Na voorafgaande de-
naturatie van het eiwit met zuur werden dezelfde C-eindstandige amino-
zuren in ongeveer gelijke hoeveelheden gevonden (tabel 9). Deze re -
sultaten wijzen erop, dat α-crystalline is opgebouwd uit een groot aan­
tal polypeptide-ketens (subeenheden) met serine als C-eindstandig ami­
nozuur. Na elektroforese van α-crystalline in ureumgels bij pH 2.6 
(z.g. zure ureumgels) werd een elektroforese-patroon verkregen, be­
staande uit 3 met amidozwart kleurbare banden (A, Ben C); daarentegen 
werden na elektroforese in ureumgels bij pH 8,6 maximaal 17 banden 
waargenomen (fig. 33 en 36). 
De subeenheden В en С bleken duidelijk heterogeen. Bij re-elektroforese 
in ureumgels bij pH 8,6 vertoonden beide subeenheden een multipele 
bandenpatroon, waarbij С de meer kathodisch en В de meer anodisch 
gelegen banden uit het elektroforese-patroon van het totale α-crystalline 
gaf (fig. 39). Of ook subeenheid A heterogeen was, kon niet worden aan-
getoond. Een partiële scheiding van deze componenten uit de 3 subeen-
heden werd verkregen door chromatografie over DE AE-Sephadex in aan-
wezigheid van ureum (fig. 41 А, В). 
Naar analogie van de beschouwingen van Cohen (1963) over de hetero­
geniteit van de peptideketens van IgG-globuline werd door ons de hypo­
thesenaar voren gebracht, dat de complexiteit van de subeenheden het 
gevolg is vaneen synthese van verschillende subeenheden door in leef­
tijd van elkaar verschillende lensvezels.Ookde a-crystallinen van kalf, 
paard, varken, kip en kikker gaven in alkalische ureumgels een inge­
wikkeld bandenpatroon. Terwijl de verschillen tussen de elektroforese-
patronen van de a-crystallinen van de zoogdieren gering waren en be­
perkt bleven tot kwantitatieve verschillen in kleurintensiteit van enkele 
banden, wekendeelektroforese-patronen van de a-crystallinen van kip 
en kikker sterker af (fig. 38). Dit wijst op een mogelijk verschillende 
opbouw in subeenheden van de a-crystallinen van kip en kikker. 
De analyse van de optische rotatiedispersie gegevens volgens Drude, 
Moffitt-Yang en volgens Shechter en Blout toonde aan dat: 
a) de lenseiwitten uit een mengsel van α -helix, 'random coil' en een 
andere structuur bestaan; 
b) dat laatstgenoemde structuur verdwijnt bij denaturatie met 8 M 
ureum, zuur, alkali en 2-chloorethanol (fig. 28 en 29). Uit het infra­
rood absorptiespectrum en uit vergelijking van het ORD-gedrag van de 
lenseiwitten met andere eiwitten waarvan de conformatie bekend is, 
bleek dat deze 'andere' structuur waarschijnlijk een β-structuur is. 
Uit een aantal chromatografische, elektroforetische en immunologische 
experimenten bleek dat α-crystalline geen homogeen eiwit is, maar 
een populatie bestaande uit verschillende moleculen, m.a.w. micro­
heterogeen is. Tussen de aminozuursamenstellingen van 4 door chroma­
tografie over TEAE-cellulose geïsoleerde subfracties (fig. 42) werden 
voor enkele aminozuren kleine, waarschijnlijk significante verschillen 
gevonden (tabel 12). Ook in elektroforetische mobiliteit verschilden 
deze subfracties (fig. 43). 
Enkele antisera vormden bij immuno-elektroforese en bij de dubbel-
diffusie-analyse volgens Ouchterlony van α-crystalline multipele lijnen 
(fig. 45 en 47). Er bleek geen correlatie te bestaan tussen de elektro­
foretische en immunologische heterogeniteit (fig. 48). 
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In hoofdstuk V werd de isolatie van 5 laagmoleculaire eiwitten uit de 
runderlens beschreven. De verkregen eiwitpreparaten, aangeduid als 
ß2"' ßs~' YO"' γ 1" e n Y 2 " c r y s , : a ^ i n e · bleken zone-elektroforetisch 
homogeen te zijn. Van deze eiwitten werd ß s-crystalline het meest uit-
gebreid onderzocht. 
Het molecuulgewicht van ßs-crystalline, berekend uit de aminozuur-
samenstelling (tabel 13), was 28.400, in overeenstemming met de waarde 
volgens de Archibald-methode (fig. 63). 
Ook van 'ß2-i YQ - · γ 1 " e n Y 2 " c r y s t a ^ " i e w e r ^ e n ^ e a m i n o z u u i , s a m e n -
stellingen bepaald (tabel 15). Op grond van deze aminozuursamenstel­
lingen konden de geïsoleerde eiwitten in drie groepen verdeeld worden 
die onderling sterk verschilden wat enkele aminozuren betreft. 
De N-eindstandige aminozuren van ß ß - en β 2-crystalline reageerden 
niet met 2.4-dmitrofluorbenzeen. Er zijn aanwijzingen dat het C-eind-
standige aminozuur van beide eiwitten glutaminezuur is. 
SUMMARY 
This thesis deals with the fractionation, isolation and structural analysis 
of the soluble lens proteins. 
Central in these investigations were the proteins of the bovine lens. 
Some comparative studies of the lens extracts of calf, horse, pig, chick, 
frog and sepia were made. 
In Chapter I we gave a brief outline of the double aim of this chemical 
investigation: on one hand it aims to supply a chemical base for the study 
of lens development, on the other hand it tries to contribute to our know-
ledge of the structural nature of the crystalline lens. 
The results of the zone electrophoretic analysis of the lens extracts of 
cow, calf, horse, pig, chick, frog and sepia are presented in Chapter II. 
These results indicate a great complexity of the protein composition of 
the lens. 
After agar electrophoresis at least 4 protein fractions could be dis-
isi 
tinguished in cortex extract of bovine lens (Fig. 2A). We designated these 
fractions as pre-α-, α-, β-and γ-crystallin. The relative mobilities 
of the boundaries of these fractions and their maxima are presented in 
Table 2. 
Following Immunoelectrophoresis (Fig. 5) we found in these four frac­
tions 2, 2-3, 7-9 and 5 lines respectively. 
As to the nomenclature, the lines were named both in accordance with 
the agar electrophoretically separated fractions, in which they were 
found, and with the position of the lines in the diffusion plane. After 
adsorption of the antiserum with bovine liver extract the line г з
с
 dis­
appeared, indicating that this component is not organ-specific. This is 
probably also true for two components in the ß-crystallin region. 
After starch gel electrophoresis of bovine cortex extract in 0.03 M 
Tris-borate buffer, pH 7.6, we obtained a pattern in which 10-12 bands 
could be distinguished with some difficulty, 3-4 bands being on the 
cathodic side (Fig. 4). The agar electrophoretic pattern of nucleus ex-
tract differed from that of the cortex by having a lower concentration 
and relative mobility of a-crystallin and by a higher concentration of 
γ-crystallin (Fig. 2D).The relative mobilities of the Y-crystallins from 
cortex and nucleus, however, are the same. 
The data on the electrophoretic characteristics of the lens extracts of 
calf, horse, pig, chick, frog and sepia are presented in Table 3. 
On the whole the agar electrophoretic patterns of the lens extracts of 
the mammals examined were similar whereas the patterns found with 
chick and frog proved to be different (Fig. 3A-E). 
The pattern of sepia lens extract deviates strongly from the patterns 
of the vertebrates and is characterized by a broad band with low relative 
mobilities (Fig. 3 F). 
When employing Immunoelectrophoresis of the lens extract of calf, 
pig, horse, chick and frog, anti-bovine lens serum formed 10, 6, 5, 4 
and 3 precipitation lines respectively, distributed among the major 
electrophoretic fractions (Fig. 7). This indicates that not only a-cry­
stallin but also some β- en Y-crystallins are organ-specific.However, 
with extract of sepia lens no single line was found. Obviously the lens 
proteins of the invertebrates are immunologically not related to the 
lens proteins of the vertebrates. 
The complex composition of the lens proteins needs a prefractionation 
procedure. Therefore we have chosen gel filtration on Sephadex G-200 
(Chapter III). Gel filtration on G-200 made it possible to divide cortex 
extract (bovine) into 6 fractions (Fig. 8), the last of which consisted of 
low molecular substances. 
Agar and immunoelectrophoretic analysis of the fractions, present 
in the peaks, revealed that the first fraction (A) contains a-crystal l in 
wi tha t raceof ß-crystal l in. Fract ions В, С and D contain ß-crystall in 
and fraction E includes p r e - α - , some β-and the γ-crystal l ins (Fig. 11). 
Rechromatography of fraction A yielded a preparation that consisted of 
a-crystall in exclusively. 
Some chemical character i s t ics of the isolated fractions were deter­
mined, such as the tyrosine and tryptophan content, the amounts of 
sulfhydryl groups and the N-terminal amino acids (Table 4). 
The 'molecular weights' of these fractions were determined by means 
of the gel filtration method according to Andrews (Table 8). 
The value of the molecular weight of fraction В was closely related to 
the amount of mater ia l supplied on the column (Fig. 23). 
Some differences part icularly of a quantitative nature were found be­
tween the elution patterns of cortex and nucleus extract (Fig. 12). 
In this chapter we also gave the elution patterns of the lens extract of 
calf, horse, pig, chick, frog and sepia and a comparison was made be­
tween them (Fig. 15-21). 
On the whole the distribution according to the molecular size of the lens 
proteins of the ver tebrates was the same in qualitative re spect s . High 
and low molecular weight protein fractions and fractions with molecular 
weights, intermediate between these two extremes, could be distin­
guished. 
Great difference exists between the various lens extracts in the relative 
quantities of the protein fractions (Tabel 6). 
Gel filtration of the lens extracts of sepia, however, yielded only two 
protein fractions with molecular weight of about 60.000 and 40.000 (Fig. 
21). 
183 
All fractions thus obtained were analyzed by means of agar and Im­
munoelectrophoresis. 
It appeared that especially the electrophoretic patterns of the low mole­
cular weight fraction (fraction E) of the vertebrates differed considera­
bly among themselves and that the high molecular weight fraction of 
all vertebrates consisted mainly of a-crystallin. 
Chapter IV deals with the results of a more extensive examination of 
the high molecular or a-crystallin fraction. As compared with older 
methods for the isolation of a-crystallin it appeared that in using chro­
matography on Sephadex G-200 a purer a-crystallin was obtained 
(Fig. 24). An exception should be made for the rather complicated method 
of Wisse et al. (1966). As a result of the determination of the N-terminal 
amino acids only 1-2 moles glutamic acid per mole of protein were found, 
whereas the determination of the C-terminal groups yielded 22 moles 
serine per mole of protein, about 2 moles glycine and glutamic acid and 
in smaller quantities valine, alanine, threonine, leucine and tryptophan 
(Table 9). After denaturating the protein with acid, previous to the deter­
mination of the C-terminal groups, we found approximately the same 
quantities. 
These results indicate that a-crystallin is composed of a great number 
of polypeptide chains, each chain having a C-terminal serine residue. 
A pattern (Fig. 33) consisting of 3 bands (А, В and C) was obtained 
after electrophoresis of a-crystallin in urea gels at pH 2.6, whereas a 
maximum of 17 bands were observed after electrophoresis in urea gels 
at pH 8.6 (Fig. 36). 
The subunits В and С were notably heterogeneous. Subunit В gave the 
more cathodal bands of the electrophoretic pattern of total a-crystallin 
and С the more anodal ones (Fig. 39). It could not be demonstrated 
whether subunit A was also heterogeneous. 
A partial separation of these components from the 3 subunits was ob­
tained by chromatography on DEAE-Sephadex in urea (Fig.41A, B). 
Similar to the arguments of Cohen (1963) about the heterogeneity of 
the polypeptide chains of IgG-globulin, we tentatively suggest that the 
complexity of the subunits of a-crystallin is a result of a synthesis on 
account of lens fibers differing in age. 
The a-crystallins of calf, horse, pig, chick and frog also gave very 
complicated patterns of bands in alkaline urea gels (Fig. 38). 
The differences between the patterns of the mammals were slight and 
limited only to quantitative differences in colour intensity of some 
bands, while, with the electrophoretic patterns of chick and frog there 
was a stronger deviation. This might indicate that the a-crystallins of 
chick and frog differ from the mammals as to the composition of sub-
units. 
The analysis of the ORD-data according the one-term Drude equation, 
the Moffitt-Yang equation and according to the modified two-term Drude 
equation showed that the lens proteins consist of a mixture of α-helix, 
random coil and some other structure, which disappeared upon denatura-
tion by acid, alkali or 8 M urea, and also in 2-chloroethanol (Fig. 28 
and 29). From the infrared absorption spectrum (Fig. 31) and from a 
comparison with other proteins it appeared that this other structure 
has probably a ß-conformation. From a number of chromatographic 
and immunologic experiments it became clear that a-crystallin is not 
a homogeneous protein but that it is a population consisting of various 
different molecules.In other words a-crystallin is microheterogeneous. 
Between the amino acid compositions of 4 subfractions, isolated by chro-
matography on TEAE-cellulose (Fig.42A,B), some slight but probably 
significant differences were found (Table 12). 
These subfractions also differ in electrophoretic mobility (Fig. 48). 
Some antisera formed multiple lines in the immunoelectrophoresis and 
double-diffusion analysis of a-crystallin (Fig. 45 and 47). 
It appeared that there was no correlation at all between the electro-
phoretic and immunologic heterogeneity (Fig. 48). 
InChapter Va description was given of the isolation of 5 low molecular 
weight proteins from bovine lens extract. 
The isolated proteins, designated as fy'· Ps"> Y0"· Y l " a n ^ "^2-сгУвіа^-
lin, appeared to be homogeneous as judged by gel electrophoresis. 
Of these proteins ßs-crystallin was most thoroughly investigated. Amino 
acid analysis was performed with a recovery of 100.9% of the dry weight 
of the protein (Table 13). The molecular weight, calculated from the 
amino acid composition, is 28.400 and is consistent with the value deter-
mined by the approach-to-equilibrium method (Fig. 63). 
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The amino acid composition of ß2-, YQ-, TJ^- and Y2-crystallin was also 
determined (Table 15). 
Based on these compositions the isolated proteins could be divided into 
three groups, which greatly differ as regards some amino acids. 
The N-terminal amino acid of ßg- and ß2-crystallin did not react with 
2.4.-dinitrofluorobenzene. 
There are indications that the C-terminal amino acid of both proteins 
is glutamic acid. 
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